Oe 


tea LB MAI 1934 N° 


ANNALES 


DE 


LINSTITUT PASTEUR 


DE QUELQUES PROPRIETES BIOLOGIQUES 
DE L’ADRENALINE 


par A. C. MARIE. 


Dans ce travail, nous étudierons l’action in vitro de l’adré- 
naline sur un certain nombre d’antigénes, ainsi que les résul- 
tats des injections répétées de cet alcaloide, associé ou non a 
Pun d'entre eux. 


Depuis nos premiers travaux qui ont montré l’action neutra- 
lisante de l’adrénaline et de ses sels pour les toxines micro- 
biennes [2] solubles (tétanique et diphtérique), ainsi que pour 
les toxines végélales [3] (abrine, crotine, ricine), nous avons 
eu l’occasion de reprendre l’action de cet alcaloide, en parti- 
culier sur le venin de cobra et sur le bactériophage ainsi que 
sur certaines especes microbiennes. 

Contrairement a notre attente, l’adrénaline base s’est montrée 
sans action notable sur ce venin, puisqu’elle neutralise tout 
au plus une ou deux doses mortelles pour la souris. Quant au 
facteur de la lyse transmissible (bactériophage), en l’espéce 
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celui du bacille de Shiga, l'expérience nous a montré qu’a 
aucune dose l’adrénaline n’exerce d'action sur ses propriétés 
hactériolytiques : Vagent actif, méme aprés un contact pro- 
longé a l’étuve cet alcaloide, continue a produire la_ lyse 
d'une culture du bacille de Shiga. Cette derniére n’est pas 
davantage influencée par l’adrénaline, ce qui est conforme, 
d’ailleurs, 8 ce que nous avons déja montré, & savoir que cet 
alcaloide n’exerce pas toujours d’action empéchante sur les 
cultures bactériennes [4]. Ainsi, rappelons que le bacille téta- 
nique a bien poussé sur un milieu contenant 1,50 p. 100 de 
Ja solution millésimale de tartrate gauche dadrénaline, dose 
qui, au contraire, avait empéché la culture d’un bacille diphté- 
rique ainsi que celle de la bactéridie. Quant aux propriétés toxi- 
infectieuses, elles ne paraissaient pas s’étre modifiées sous 
action de /’adrénaline base pour un bacille de Koch, un strepto- 
‘coque, un vibrion cholérique. Des traces de culture de rouget 
du pore n’étaient pas davantage influencées par des doses 
d’adrénaline supportables pour Vorganisme animal, si bien 
qu’on peut conclure de nos nombreux essais que l’alcaloide 
des surrénales, trés actif contre les toxines solubles, n’exerce 
pas 7n vitro daction constante sur les hacilles qui les produi- 
sent, non plus que sur d’autres espéces bactériennes. 

Une exception doit étre signalée pour le pnewmocoque : des 
souris injectées avec quelques gouttes d'une culture virulente 
traitée par l’adrénaline ne succombent pas a l’infeclion, mor- 
telle pour les souris témoins en quarante-huit heures. Un essai 
analogue fait avec le cerveau virulent de ces derniéres a donné 
les mémes résultats, et l’on peut dire qu’a l’inverse de la 
plupart des espéces bactériennes, le pneumocoque, en culture, 
ou bien ayant envahi les centres, peut étre neutralisé dans son 
pouvoir infectant par l’adrénaline. 

Cette derniére constatation faite avec la substance cérébrale 
virulente est intéressante : en effet, ni le cerveau rabique (virus 
fixe), ni le cerveau de lapins ayant succombé & la neurovaccine 
(A. G. Marie) [5), ni celui d’animaux tués par un virus herpé- 
lique, n’ont pu étre neutralisés dans leur virulence d’une facon 
eonstante par l’adrénaline. Cette inactivité de l’alcaloide 
vis-a-vis de ces infravirus ne tient done pas ici & la présence de la 
substance nerveuse, puisque nous voyons le cerveau des souris 
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mortes de pneumococcie étre neutralisé, dans ses propriétés 
virulentes, par l'adrénaline aussi bien que les cultures mémes 
du pneumocoque. 

Enfin [4] rappelons encore que l’adrénaline fait perdre son 
pouvoir infectant au sang de souris nayanées, ainsi qu’au sang 
de rats blancs infectés par Tryp. lewist. 

Si l’adrénaline exerce in vitro une action neutralisante 
inconstante (virus fixe) ou méme nulle (vaccine jennérienne, 
virus herpétique) sur les enfravirus, il est intéressant d’étudier 
wn vitro et in vivo l’action de cet alcaloide sur une bactérie que 
nous avons isolée de humus, et qui, ayant la propriété de passer 
a travers les bougies Chamberland L3 [6], présente donc une 
forme filtrante en plus de la forme coccobacillaire ordinaire. 

Rappelons les principaux caractéres de celte bactérie que 
nous avons isolée de plusieurs échantillons de terre végétale, 
en faisant subir avec du bouillon une sorte de lixiviation 4 une 
quantité convenable de cet humus déposée au fond d’un enton- 
noir & robinet; apres filtration sur toile et sur papier, le liquide 
passe & travers une bougie Chamberland L8, et le filtrat ainsi 
obtenu est exposé a l’étuve. 

Vers le deuxiéme ou troisiéme jour, il donne une culture, 
souvent avec formation d’un voile, d'une bactérie qui se présente, 
au cours des réensemencemenls, sous |’aspect, assez polymorphe, 
d'un coccobacille, tantédt isolé, tantdt disposé en chainettes de 
quelques unités. Cette bactérie est mobile, Gram positive, se 
développe bien dans le bouillon ordinaire, en culture aérobie 
ou anaérobie, en formant un dépét légérement visqueux, et 
plus ou moins abondant. Sur gélose, cette bactérie produit un 
enduit assez mince, et les chainettes peuvent s’y montrer par- 
ticuliérement longues avec des renflements. Elle ne pousse pas 
sur gélatine, ne coagule pas le lait; les cultures ne résistent 
pas a une température de 75°. 

Au cours des réensemencements, nous avons constaté que 
certaines cultures qui, au début, filtraient facilement a travers 
la bougie L3, utilisée pour l’isolement de cette bactérie, per- 
daient momentanément cette propriété. 

Cette bactérie présente un pouvoir pathogéne presque nul et 
c’est ce qui nous l’a fait choisir pour notre étude. En effet, nous 
avons recherché si des injections longtemps répétées de ses cul- 
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tures, associées ou non a l’adrénaline, auraient une action quel- 
conque sur les humeurs et les tissus de ces animaux. 


i 


Nous avons donc soumis des lapins a des injections répétées: 

1° D’adrénaline base seule ; 

2° De la bactérie de humus; 

3° D’un mélange d’adrénaline et du filtrat de cette derniére 
bactérie. 


PREMIERE EXPERIENCE. — 4 lapins recoivent, dans la frachée, en l'espace de 
trente-cing jours, vingt-sept injections d’adrénaline base, a raison de 0 gr. 0004 
par séance et par animal, aprés quoi ces animaux sont saignés. L’aorte ne 
présente, chez aucun d’eux, de lésions macroscopiques, non plus que le 
coeur. Le cholestérol est légérement augmenté dans leur sérum : 0,50- 
0,60 p. 1.000, contre le taux moyen de 0,18 4 0,25 p. 4.000, observé avant les 
injections. . 


DeuxtimE ExpERIgNcE. — Ici on utilise l’adrénaline base dextrogyre, moins 
toxique que son isomére gauche, et dont on injecte des doses variant de 
0 gr. 0005 & 0 gr. 001 dans la veine de 5 lapins pendant vingt-cing jours consé- 
cutifs. Saignée compléte. Les organes ne présentent aucune lésion, non 
plus que l’aorte. Le sérum contient une dose de cholestérol non augmentée, 
mais la crosse aortique qui, a létat normal, contient chez le lapin environ 
0,01 p. 1.000 de cholestérol, en présente une augmentation considérable chez ces 
5 lapins, savoir: 0,47, 0,50, 0,54 p. 4.000. 


TROISIEME EXPERIENCE. — On expose @ 37° le filtral d'une culture de la bac 
térie de l’humus ainsi qu'un mélange a P. E. de cette méme culture, bien 
développée, et d’adrénaline base, préalablement filtré 4 travers une bougie 
Chamberland L3. Pour cela, on a filtré une culture abondante de la bactérie : 
la moitié du filtrat a été exposée telle quelle 4 l’étuve ot elle a donné 
lentement la forme visible, l'autre moitié, additionnée d’adrénaline, est 
restée claire, cet alcaloide s’étant opposé ainsi au développement de la forme 
filtrable de la bactérie. 

On soumet 4 lapins a des injections intraveineuses répétées de ces deux 
cultures, donc l’une sans adrénaline, l’autre additionnée de cet alcaloide, et 
qui est demeurée limpide, sans développement apparent, mais contenant 
sans doute la forme filtrable de la bactérie. Enfin, 4 autres lapins recoivent 
également dans la veine des injections de cette bactérie, bien développée en 
bouillon. Au total, les uns et les autres de ces animaux ont recu dix-huit a 
vingt injections de quelques dixiémes de centimétres cubes de ces prépara- 
tions, sans qu’on ait observé aucun trouble thermique, ou autre, chez eux. 

Aprés saignée compléte de ces lapins, on constate que leurs organes sont 
restés en bon état. Du cété de l’'aorte, rien non plus a signaler du point de 
vue macroscopique : elle est, chez tous, restée souple, le cceur seul est un 
peu dur chez quelques-uns d’entre eux. 

Lintérét, la encore, réside dans les dosages du cholestérol qui, resté normal 
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dans le sérum, variant de 0,15 & 0,24, a, au contraire, présenté une élévation 
considérable dans les crosses aorliques de tous ces lapins, variant de 0,53 a 
0,72 p. 1,000, contre 0,01 p. 1.000 a Vétat normal. 

Ajoutons qu’a ces doses, le bouillon, par lui seul, reste sans action sur la 
teneur en cholestérol. 


Il ressort donc de nos expériences que les injections seules 
d’adrénaline, la condition d’étre poursuivies pendant plusieurs 
semaines, provoquent une augmentation de la quantité du 
cholestérol dans le tissu de la crosse de l’aorte; celte augmen- 
tation est considérable. 

On sait que, dans les foyers athéromateux chez l'homme (4), 
la présence du cholestérol a été signalée depuis longtemps 
(Cornil et Ranvier); mais il est intéressant de montrer que 
ladrénaline par elle seule suffit & provoquer cette surabon- 
dance de cholestérol, et cela d’une facon précoce, avant ['appa- 
rition de toute lésion dathérome, car nos animaux ne pré- 
sentaient, au niveau de l’aorte, aucune altéralion du genre 
de celles que Josué [4] avait étudiées comme résullant de 
l'administration répétée de doses légéres d’adrénaline (chlor- 
hydrate), chez une espéce comme le lapin, ‘assez disposée a 
présenter des Iésions scléreuses artérielles. 

Nous insistons encore sur ce fait que les injections d’adré- 
naline, seules ou associées aux cultures de nolre bactérie de 
Vhumus, ne semblent pas avoir influencé notablement le taux 
du cholestérol dans Je sang, lequel a toujours présenté un taux 
cholestérolique voisin de la normale. L’adrénaline agirait, 
semble-t-il, moins sur les parois vasculaires que sur les centres 
cholestérologénes, en les excitant. 

Nous puuvons en dire autant pour les injections de cultures 
sans adrénaline : et c’est sans doule en provoquant une sécré- 
tion exagérée de cet alcaloide que de telles cultures agissent 
indirectement sur les centres fournisseurs du cholestérol; ce 
dernier se fixe alors sur les tissus vasculaires. 

Pour terminer, nous devons rappeler qu’a cété de ces pro- 


(1) Il s’agit de l’athérome spontané, lésion a laquelle il serait excessit de 
comparer les altérations de l’athérome expérimental obtenues avec Vadréna- 
line par Josué, puisque celles-ci débutaient chez le Japin par la mésartere de 
Vaorte, tandis que l'athérome spontané chez homme est une lésion de 
Vendarleére. 
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priétés concernant Ja production exagérée de cholestérol, et 
sa localisation au niveau de I‘aorte, l’adrénaline, administrée 
d'une fagon suivie, provoque aussi chez les animaux l’augmen- 
talion de l'urée sanguine. 

Nous avons, en effet, montré le premier (1922) que l’adré- 
naline introduite directement dans Ja circulation éléve le taux 
de l’urée dans le sang [7], fait confirmé depuis par Quinquaud [9), 
Dubois et Polonowski, et qui peut aussi étre constaté apres 
excitation du nerf grand splanchnique, chez le chien chlora- 
losé, ainsi que nous-méme avions suggéré de le faire [7|. Mais 
pour Quinquaud, l’action de l’adrénaline se porterait sur le 
rein, lequel ferait obstacle a I’élimination de l'urée. Certaines 
considérations s’opposent a cette hypothése : d’abord les ani- 
maux adrénalinés ne présentent jamais de lésion rénale ; 
ensuite, les expériences de ligature des pédicules rénaux, chez 
le chien, ont montré a Dubois et Polonowski que, sous l’action 
de l’adrénaline, l’augmentalion de la concentration uréique 
du sang dépasse de beaucoup celle observée chez l’animal 
témoin, si bien que, pour ces auteurs, l’adrénaline agirait 
directement sur la fonction uréogénique. 


CONCLUSIONS. 


1° Liadrénaline base (ou bien ses sels, en solution neutre), 
qui neutralise les toxines bactériennes et végétales, n’a pas de 
pouvoir appréciable sur les propriétés toxiques du venin de 
cobra, ni sur le pouvoir lytique d’un bactériophage (b. de Shiga) ; 

2° Sur les infravirus, elle agit d’une facon inconslante 
(herpés, virus fixe, neurovaccine) ou méme n’agit pas ; 

3° Sur la forme filltrable d'une baclérie isolée de humus 
Padrénaline agit en empéchant son passage A la forme visible; 

4° Diverses bactéries ne sont pas influencées par l’adrénaline, 
soit dans leur pouvoir de développement, soit dans leur action 
pathogéne; exception doit etre faite pour le pneumocoque, 
dont le pouvoir infectant est neutralisé par l'alcaloide des sur- 
rénales, de méme que celui de Trypanosoma lewisi et celui de 
Trypanosoma brucet: 

5° Les injections répétées d’adrénaline base, pure ou addi- 
tionnée de culture de la bactérie de l'humus, ou encore les ino- 
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culations de cette baclérie seule ont pour résultat une augmen- 
tation considérable de la teneur en cholestérol de l’aorte chez 
le lapin, sans que la cholestérolémie soit augmentée d'une 
facon sensible. 

Les tuniques artérielles non plus que le tissu cardiaque 
n’ont présenté, a la suite de ces injections, les lésions décrites 
par Josué en 1903. Déja, a cette époque, des recherches micros- 
copiques inédiles ne nous avaient pas montré ces Iésions chez 
des lapins soumis & l’action de l’adrénaline; ces résultats 
négatifs devaient concorder avec des résultats analogues 
signalés plus tard par van J.eersum et Rassers(10], Adler, Salty- 
kow [11], Denny et Frothingham. 

Nous pouvons donc dire que le premier phénoméne observé 
& la suile des injections répétées de certaines cultures micro- 
biennes, ou d’adrénaline, seule, ou associée avec elles, consiste 
en une accamulation considérable du cholestérol dans les tuni- 
ques de l’aorte, chez les lapins. 

6° L’adrénaline peut ainsi exercer, chez ces animaux, deux 
propriétés biologiques notables : luréogenése est stimulée, la 
fonction de la cholestérologenése |’est aussi. 
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SUR LES PROPRIETES BIOLOGIQUES 
DES BACILLES TUBERCULEUX ATTENUES 
PAR REENSEMENCEMENTS PRECOCES 


par L. NEGRE et J. VALTIS. 


(Institut Pasteur. Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) 


Dans un Mémoire précédent, nous avons étudié l’atténuation 
de la virulence des bacilles tuberculeux humains et bovins par 
réensemencements précoces. Aprés avoir essayé dans ce nou- 
veau travail de préciser les conditions de l’atténuation obtenue 
par cette méthode, nous passerons en revue les propriétés biolo- 
giques de la souche bovine Vallée dont le pouvoir pathogéne 
a été affaibli par réensemencements précoces en les comparant 
avec celles de la souche bovine Vallée originelle. 


Etude de l'atténuation par réensemencements précoces 
de souches de bacilles tuberculeux récemment isolées. 


Nous avons déja montré que la souche humaine Ratti, isolée 
depuis plusieurs années et trés virulente pour le cobaye, n’a 
plus aprés six mois de réensemencements tous les trois ou quatre 
jours sur milieu de Sauton tuberculisé cet animal par la voie 
sous-cutanée & la dose de 0 milligr. 04. 

Dans deux essais faits par nous, et dans une expérience 
effectuée par F’. van Deinse en suivant la méme technique, la 
souche bovine Vallée, conservée également depuis longtemps 
dans nos laboratoires, aprésenté une atténuationde virulence tras 
marquée dans un cas, moins prononcée dans deux autres cas. 

Nous avons cherché 4 nous rendre comple si des souches 
de bacilles tuberculeux récemment isolés subiraient également 
un affaiblissement de leur pouvoir pathogéne a la suite de réen- 
semencements précoces poursuivis pendant plusieurs mois. 
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ExpErigNcE. — Quatre souches de bacilles tuberculeux d’ origine humaine? 
isolées depuis quelques semaines par la méthode de Léwenstlein, ont été 
réensemencées pendant six mois tous les trois ou quatre jours sur milieu 
synthétique de Sauton. Au bout de cette période, elles ont élé reportées sur 
pomme de terre glycérinée. Des quanlités décroissantes (0 milligr. 4, 
0 milligr. 001, 0 milligr. 0.000.01) de ces cultures agées d’un mois ont été ino- 
culées 4 des cobayes par voie sous-cutanée. 

Tous ces animaux sont devenus tuberculeux dans les mémes délais que les 
témoins inoculés avec les mémes doses des souches correspondantes qui 
n’onl pas subi de réensemencements précoces. 


Dans un travail précédent, nous avons montré que la souche 
bovine M. n’a pas eu sa virulence affaiblie par des réensemen- 
cements renouvelés deux fois par semaine pendant six mois 
sur le milieu synthétique de Sauton, au cours d’un premier 
essai fait peu aprés son isolement, alors que, dans une autre 
tentalive effectuée un an aprés avec la méme technique et pen- 
dant la méme durée, la méme souche n’a plus donné au cobaye 
qu’une tuberculose discréte par voie sous-cutanée a la dose de 
0 milligr. 0001 et a laisséle lapin indemne de toute lésion par 
inoculation intraveineuse de 0 milligr. 01. 

Il semble done d’aprés ces résultats qu’on a d’autant plus de 
chance d’obtenir une atténuation des bacilles tuberculeux par 
réensemencements précoces quils ont été entretenus depuis 
plus longtemps sur les milieux artificiels. 

Mais le mécanisme de l’atténuation de virulence obtenue 
dans certains cas par cette méthode n’a pas encore été précisé. 
Comme les réensemencements précoces sont effectués avec les 
parties périphériques, fines et lisses des voiles de bacilles*déve- 
loppés sur milieu de Sauton, on peut se demander sil ne s’agit 
pas d’une simple sélection d’éléments moins virulents exis- 
tant en plus ou moins grande quanlité dans une culture viru- 
lente. 


Pouvoir antigéne « in vitro » de la souche bovine Vallée 
atténuée par 208 réensemencements précoces. 


Nous avons comparé le pouvoir antigéne dans la réaction de 
déviation du complément de la souche bovine Vallée alténuée 
par 208 réensemencements précoces avec celui de la souche 
bovine Vallée virulente. 
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Pour chacune de ces souches, deux suspensions en eau phy- 
siologique ont été préparées : l'une contenant 1 miJligramme 
par centimétre cube, l'autre 0 milligr. 014. 

Leur litrage a été effectué en présence de 0 c. c. 2 de sérum 
antituberculeux et de doses croissantes d’alexine diluée au 
4/15. 

1 milligramme de la souche bovine Vallée (208° passage) a 
fixé trois doses d’alexine. 1 milligramme de la souche bovine 
Vallée virulente a lixé deux doses d’alexine. Avec les suspen- 
sions & 0 milligr. 01 par ceutimélre cube, les réactions ont élé 
négatives. 

La souche bovine Vallée atténuée par 208 réensemen- 
cements précoces se comporte donc sensiblement comme la 
souche bovine Vallée virulente au point de vue de leur pou- 
voir antigéne 7 vitro. 


Pouvoir antigéne « in vivo » de la souche bovine Vallée 
atténuée par 208 réensemencements précoces. 


Le 20 mai 1932, 3 lapins ont recu par inoculation intra- 
veineuse respectivement 0 milligr. 01, 0 milligr. 001 et 
0 milligr. 000.4 de la souche bovine Vallée atténuée par 
208 réensemencements précoces. 3 autres lapins ont recu les 
mémes doses de la souche bovine Vallée virulente. 

Dix-huit jours aprés, tous ces animaux ont été saignés et la 
teneur en anticorps de leur sérum a été recherchée par la 
méthode de Calmette et Massol en présence de 1 cent. cube 
d’antigene méthylique dilué au 1/20 et de quantités crois- 
santes d’alexine diluée au 4/15. 0 c. c. 2 de sérum chauffé ont 
été employés. 

Les résullats de ces titrages ont été les suivants : 

Sérum de lapin inoculé avec 0 milligr. 01 bovine Vallée, 
208° passage : 10 unités anticorps. 

Sérum de lapin inoculé avec 0 milligr. 001 bovine Vallée, 
208° passage : 3 unilés anticorps. 

Sérum de lapin inoculé avec 0 milligr. 000.1 bovine Vallée, 
208° passage : 5 unilés anticorps. 
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Sérum de lapin inoculé avec 0 milligr. 04 bovine Vallée 
virulente : 20 unités anticorps. 


Sérum de lapin inoculé avec 0 milligr. 001 bovine Vallée 
virulente : 20 unités anticorps. 


Sérum de lapin inoculé avec 0 milligr. 0.001 bovine Vallée 
virulente : 20 unilés anticorps. 

Le pouvoir antigéne in vivo de la souche bovine Vallée atté- 
nuée par 208 réensemencements précoces s'est donc montré 
inférieur 4 celui de la souche bovine Vallée virulente. 


Pouvoir sensibilisant a la tuberculine chez le cobaye 
et le lapin des souches bovine Vallée 
atténuées par réensemencements précoces. 


Nous avons étudié le pouvoir sensibilisant & la tuberculine 
chez le cobaye et le lapin des souches bovine Vallée atténuées 
par 52, 156 et 208 réensemencements précoces. 


Souche bovine Vallée atténuée cinquante-deuxiéme passage : 


ExpERIENCE. — 7 cobayes recoivent le 16 février 1932 sous la peau respecti- 
vement 1 milligramme, 0 milligr. 1, 0 milligr. 04, 0 milligr. 001, 0 milligr. 0001 
et 0 milligr. 00001 de la souche bovine Vallée cinquanle-deuxiéme passage. 
Ils ont été éprouvés par injection intradermique de 0c. c. 1 de tuberculine 
diluée au 1/10. Le résultat a été le suivant : 


EMREUVE PAR INJECTION IN1TRADERMIQUE 
DOSES de 0 c.c. 01 de tuberculine brute 
en milligrammes 
15 jours apres 30 jours aprés 50 jours aprés 

Wacetehe, Getasl soa vie ve +E +h +N 
ee Sep Seno ahs a5 +N 
OCS Ne a cei aaa te 0 U an 6 
On Ra Anse 0 0 se 
(De UDI 55° Fs Ge ome 0 0 +N 
Wes Whit) Leesa trachoma 0 0 +E 
ONOOG Oia ee eras 52 0 0 0 


E, épaississement; N, réactions nécrotiques. 


. 
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Expérience. — 5 lapins ont recu par inoculation intraveineuse 0 milligr. 4, 
0 milligr. 001, 0 milligr. 0001 de la souche alténuée bovine Vallée cinquante- 
deuxiéme passage. 


EPREUVE PAR INJECTION INTRAVEINEUSE 
NOSES de 1/20 de centi-cube de tuberculine brute 


en milligrammes 


16 jours aprés 25 jours aprés 50 jours aprés 


La souche bovine Vallée atténuée par 52 réensemencements 
précoces a sensibilisé le cobaye par la voie sous-cutanée jusqu’a 
0 milligr. 0001 et le lapin -par la voie veineuse jusqu’a 
0 milligr. 00001. 


Souche bovine Vallée atténuée cent cinquante-sixieme passage : 


Expérience. — 5 groupes de 2 cobayes recoivent le 16 février 1932 sous la 
peau 1 milligramme, 0 milligr. 1, 0 milligr. 041, 0 milligr. 004 et 0 milligr. 0004 
de la souche bovine Vallée cent cinquante-sixitme passage. L’un d’eux est 
mort prématurément. 


EPREUVE PAR INJECTION INTRADERMIQUE 
DOSES de 0 c.c. 01 de tuberculine brute 


en milligrammes 
15 jours aprés 30 jours aprés 50 jours aprés 


pat 
ZeZZ, 


J 

= 

2 
WAS 


0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 


cocott+ 


ExpéRtenceE. — 3 lapins ont recu Je 46 février 1932, par inoculation intravei- 
neuse, 0 milligr. 1, 0 milligr. 0001 et 0 milligr. 00001 de la souche bovine 
Vallée cent cinquante-sixitme passage. 
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EPREUVE PAR INJECTION INTRAVEINEUSE 


DOSES de 1/20 de centimétre cube de tuberculine brute 


en milligrammes 


25 jours aprés £0 jours aprés 


La souche bovine Vallée atténuée par 156 réensemencements 
précoces a sensibilisé le cobaye par la voie sous-cutanée jusqu’a 
0 milligr. 01 réguliarement et 0 milligr. 001 irrégulitrement et 
le lapin par voie intraveineuse jusqu’a 0 milligr. 0001. 


Souche bovine Vallée atténuée deux cent huitiéme passage : 


EXPERIENCE. — 5 groupes de 2 cobayes recoivent le 16 février 1932 sous la 
peau 0 milligr. 1, 0 milligr. 01, 0 milligr. 004, 0 milligr. 0001 et 0 milligr. 00004 
de la souche bovine Vallée deux cent huitieéme passage. 


EPREU\E PAR INJECTION INTRADERMIQUE 


DOSES de 0c.c. 01 de tuberculine brute 


en milligrammes . 3 
20 jours aprés 50 jours aprés 


coooot+4+4++4 
AZ A 


ExpfrIENCcE. — 7 lapins recoivent dans la veine 1 milligramme, 0 milligr. 1, 
0 milligr. 01, 0 milligr. 001, 0 milligr. 0001 et 0 milligr. 00001 de la souche 
bovine Vallée deux cent huititme passage. 


SL 


EPREUVE PAR INJECTION INTRAVEINEUSE 
DOSES de 1/20 de centi-cube de tuberculine brute 


en milligrammes Bi nee apres 50 jours aprés 


He 
Sis 
ae 
ae 
ae 
ae 
0 
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La souche bovine Vallée atténuée par 208 réensemencements 
précocesa sensibilisé le cobaye par la voie sous-cutanée jusqu’é 
0 milligr. 0001 et le lapin par voie intraveineuse jusqu’a la 
méme dose. 

“Ces 3 souches atténuées se comportent done sensiblement 
de la méme facon et rendent les animaux de laboratoire aller- 
eiques jusqu’aux doses de 0 milligr. 001 4 0 milligr. 0001 pour 
le cobaye par voie sous-culanée et jusqu’é la dose de 
0 milligr. 0001 pour Ie lapin par voie intraveineuse. 

Ces résultats sont différents de ceux qui ont été signalés dans 
notre précédent mémoire. Au moment ov le pouvoir pathogéne 
de ces souches venait d’étre affaibli par des réensemencements 
précoces, elles avaient un pouvoir sensibilisant 4 la tuberculine 
trés inférieur. 11 semble que ces souches atténuées conservées 
depuis plusieurs années sur pomme de terre glycérinée par 
réensemencement chaque mois ont récupéré une partie de 
leur pouvoir sensibilisant. 


Etude de la toxicité des souches bovine Vallée atténuées 
cingquante-deuxiéme passage, 
cent quatriéme passage et deux cent huitiéme passage 


Nous avons étudié comparativement la toxicilé de la souche 
bovine Vallée virulente et des souches bovines Vallée atténuées 
cinquante-deuxiéme passage, cent quatriéme passage et deux 
cent huitiéme passage. 


Exprértence. — Le 17 octobre 1929, 8 lapins divisés en 3 groupes recoivent 
dans la veine 415 centigrammes de bacilles morls. Le premier groupe 
(3 lapins) : bacilles de la souche bovine Vallée ; le deuxiéme groupe (2 Iapins) : 
bacilles de la souche bovine Vallée atténuée cinquante-deuxiéme passage ; 
le troisiéme groupe (3 lapins) : bacilles de la souche bovine Vallée atténuée 
cent quatriéme passage, 

Les 3 premiers lapins (souche bovine Vallée) meurent neuf jours, quinze 
jours et vingt jours aprés linoculation, les 2 derniers avec de la pneumonie 
blanche. 

4 des 2 lapins inoculés avec Ja souche bovine Vallée cinquante-deuxiéme 
passage meurt dix jours apres l’inoculation, l'autre a survécu. 

2 des lapins inoculés avec la souche bovine Vallée cent quatriéme pas- 
sage meurent vingt-quatre jours aprés l’inoculation avec une tres légére 
congestion des poumons. Le troisiéme a survécu, 
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ExpErtence. — Le 16 juin 1932, 3 lapins regoivent dans la veine 13 centi- 
grammes de bacilles morls de la souche bovine Vallée atténuée deux cent 
huitiéme passage, 2 autres lapins regoivent dans la veine 15 centigrammes 
de bacilles morts de la souche bovine Vallée virulente. 

2 des 3 premiers lapins meurent, le premier avec de la congestion du 
poumon, le deuxiéme avec des lésions congestives peu prononcées. Le troi- 
siéme a survécu. 

Les 2 lapins inoculés avec les bacilles morts de la souche bovine Vallée 
virulente sont morts deux jours et quatorze jours aprés l’inoculation, le pre- 
mier avec de la congestion du poumon, le deuxiéme avec de la pneumonie 
blanche. 


Les souches bovine Vallée atténuées par réensemencements 
précoces paraissent donc légérement moins toxiques pour le lapin 
que la souche bovine Vallée originelle. 


Comparaison au point de vue de la teneur en lipides 
de la souche bovine Vallée virulente 
et de la souche bovine Vallée atténuée 
par 208 réensemencements précoces. 


M. Machebeeuf a bien voulu faire établir par M. Bonnefoi 
pour la souche bovine Vallée yirulente et pour la souche bovine 
Vallée atténuée le rapport de lV’extrait lipoidique & la fraction 
alcoolo-coagulable totale. Pour la souche virulente, il est égal 
a 0,34. Pour la souche alténuée par 208 réensemencements 
précoces, il n’atteint que 0,29. La souche atténuée est donc 
moins riche en lipides que la souche virulente dont elle pro- 


vient. 


Evolution de l'infection tuberculeuse expérimentale provoquée 
par la souche bovine Vallée chez des cobayes et des lapins 
préalablement inoculés avec les souches de méme origine 
atténuées par repiquages précoces. 


Nous avons pensé qu'il serait intéressant de rechercher com- 
ment évolue |'infection tuberculeuse du cobaye et du lapin 
provoquée par la souche bovine Vallée virulente chez des ani- 
maux préalablement infectés avec les souches de méme origine 
plus ou moins atténuées par des réensemencements précoces. 
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INOCULATION PREALABLE DE LA SOUCHE BOVINE VALLEE ATTENUEE 
52 PASSAGES. 


Expkrience. — 8 cobayes recoivent, le 16 mai 1929,sous la peau 0 milligr. 1 
de la souche bovine Vallée 52 passages. 4 sont éprouvés le 413 juin suivant 
par inoculation sous-cutanée de 0 milligr. 0001 de la souche bovine Vallée 
ainsi que deux témoins. Le cinquiéme, conservé sans étre éprouvé et sacrifié 
trois mois aprés, n’a pas de lésions des organes. 

2 cobayes préparés et éprouvés et 1 témoin meurent prématurément. 

Le 22 juillet, 4 cobaye préparé et éprouvé meurt. A part une hypertrophie 
des ganglions inguinal et sous-lombaire, ses organes ne présentent aucune 
lésion. 

Le 28 novembre, le second cobaye témoin meurt avec des lésions géné- 
ralisées 4 tous les organes. 

Le dernier cobaye préparé et éprouvé est sacrifié le méme jour. Il ne 
présente pour toute lésion que des ganglions inguinaux et sous-lombaires 
caséeux avec chancre d’inoculation. 


EXPERIENCE. — 6 cobayes recoivent sous la peau, le 16 mai 1929, 1 milli- 
gramme de la souche Vallée 52 passages. 4 d’entre eux sont éprouvés Aa la 
méme date que les cobayes précédents par inoculation sous-cutanée de 0 mil- 
ligr. 0001 de la souche bovine Vallée. Mémes témoins que dans Il’expérience 
précédente. 2 cobayes, préparés et non éprouvés, sont sacrifiés le 22 jan- 
vier 1930 et n’ont aucune lésion. 

Les 15 et 18 juillet, 2 cobayes préparés meurent avec un ganglion inguinal 
caséeux au point d’inoculation et un ganglion sous-lombaire hypertrophié. 

Le 28 octobre et le 22 janvier 1930, les deux derniers cobayes préparés sont 
sacrifiés. Outre des lésions ganglionnaires, ils n'ont que quelques rares 
tubercules de la rate. 


ExpéRIENCE. — 11 cobayes recoivent sous la peau, le 9 octobre 1929, 4 milli- 
gramme de la souche bovine Vallée 52 passages, et le 13 novembre 5 milli- 
grammes de la méme souche. 

9 d’entre eux sont éprouvés le 13 décembre 1929 par inoculation sous-cuta- 
née de 0 milligr. 0001 de la souche bovine Vallée ainsi que deux témoins 
qui meurent les 15 et 25 mars 1930 avec des lésions généralisées A tous les 
organes. 2 cobayes, préparés non éprouvés, n'ont présenté aucune lésion 
des organes. 

Le 7 février 1930, 1 cobaye meurt avec une simple hypertrophie d'un 
ganglion inguinal. 

Le 1er mai, 4 cobaye meurt avec des lésions généralisées A tous les 
organes. 

Le 7 mai, les derniers cobayes sont sacrifiés en trés bon état et ne pré- 


sentent que quelques grosses lésions nodulaires espacées sur différents 
organes. 


Expérience. — 5 lapins regoivent dans la veine, le 24 avril 1929, 0 milligr. 4 
de la souche bovine Vallée 52 passages. Le 31 mai, 3 d’entre eux sont éprouvés 
ainsi que deux témoins par inoculation intraveineuse de 0 milligr. 001 de la 
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souche bovine Vallée. Les 2 lapins préparés non éprouvés meurent le 
40 juin 1929 et le 14 février 1930, les deux témoins le 27 juillet et le 2 aodt 
1929 avec des lésions pulmonaires confluentes. 

Des 3 lapins préparés et éprouvés, 2 meurent le 22 juin et le 12 septembre 
sans lésions; le dernier, sacrifié le 18 octobre, présente quelques gros tuber- 
cules a la base des poumons. 


_Expérience. — J.e 2% avril 1929, 10 lapins recoivent dans la veine 1 milli- 
gramme de la souche bovine Vallée 52 passages, 3 d’entre eux meurent du 
3 au 27 mai sans lésions. 

Le 31 mai, 7 sont éprouvés par inoculation intraveineuse de 0 milligr. 004 
de la souche bovine Vallée. Mémes témoins que dans l’expérience précé- 
dente. 2 lapins préparés et non éprouvés meurent le 15 juin et le 21 janvier 
1930 sans lésions. 

Des lapins préparés et éprouvés, 1 meurt le 6 juillet avec trois ou quatre 
granulations sur chaque poumon, 2 sacrifiés le 18 octobre n’ont chacun qu'un 
gros tubercule a la base du poumon, 1 mort le 20 janvier 1930 présente 
quatre gros nodules pulmonaires, le dernier, sacrifié le 14 février 1930, n’a 
qu'un seul petit nodule pulmonaire qui, a l’examen histologique, présente 
une réaction scléreuse. 


A part quelques rares exceptions, l’infection réalisée avec 
la souche originelle bovine Vallée n’a pas évolué de la méme 
facon que chez les témoins, chez les cobayes et les lapins préa- 
lablement inoculés par la voie sous-cutanée et la voie intra- 
veineuse avec 0 milligr. 1 ou 1 milligramme de la souche 
bovine Vallée 52 passages. Chez ces derniers, linfection a été 
retardée dans sa marche et les lésions qu’elle a provoquées sont 
en général restées plus localisées que chez les animaux témoins. 


INOCULATION PREALABLE DES SOUCHES BOVINE VALLEE ATTENUKE 
104 passaGEs Ev 208 PASSAGES. 


Les mémes expériences ont été reprises avec les souches 


bovine Vallée atténuée 104 passages et 208 passages. Mais a 
cause de l’alténuation plus grande de ces derniéres, les doses 
de bacilles inoculés ont pu étre augmenteées. 


Expérience. — Le 27 juillet 1929, 12 cobayes recoivent sous la peau 1 milli- 
gramme dela souche bovine Vallée 104 passages. 9 d’entre eux sont éprouvés 
le 28 aout 1929 ainsi que deux témoins par inoculation sous-cutanée de 
0 milligr. 0001 de la souche bovine Vallée. Les 3 autres non éprouvés ont 
été conservés plusieurs mois et n'ont présenlé aucune lésion des organes. 

Les deux cobayes témoins meurent les 17 et 19 septembre avec de nome. 
breuses lésions de la rale. 
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Les cobayes préparés et éprouvés meurent : 3 a la fin d’octobre avec un 
ganglion inguinal caséeux sans autres lésions; 6 du 16 janvier au 14 février 
1930 avec des Iésions peu prononcées des différents organes. 


Expértence. — 4 cobayes recoivent sous la peau, le 10 octobre 1929, 10 mil- 
ligrammes de la souche bovine Vallée 104 passages. L’un d’eux meurt le 
23 novembre sans lésions des organes. Les trois autres ainsi que deux 
témoins sont éprouvés le 19 novembre par inoculation sous-cutanée de 
0 milligr. 0001 de la souche bovine Vallée. 

Un des témoins meurt prématurément, l'autre le 8 janvier 1930 avec des 
lésions généralisées a tous les organes. 

Les 3 cobayes, préparés et éprouvés, sacrifiés en bon état le 7 mai 1930, 
présentent des lésions beaucoup moins nombreuses que ce dernier sur leurs 


organes. 


ExpériIENceE. — 6 lapins regoivent dans, la veine, le 5 mars 1930, un millil 
gramme de la souche bovine Vallée cent quatritbme passage. 3 meurent 
prématurément. 2 survivants ainsi que 2 témoins sont éprouvés le 2 avril 
par inoculation intraveineuse de 0 milligr. 0001 de la souche bovine Vallée. 
Le troisitme, non éprouvé, est sacrifié le 26 aout et ne présente aucune 
lésion. 

Un témoin meurt prématurément, le second le 26 aodt avec des lésions 
pulmonaires confluentes. 

Les 2 lapins préparés et éprouvés meurent l'un le 12 mai avec un seul petit 
tubercule cortical sur un poumon, l'autre est sacrifié le 26 aout et n’a que 
deux ou trois tubercules sur les poumons et les reins. 


Exeirience — 6 lapins recoivent dans la veine, le 24 octobre 1929, 10 milli- 
grammes de la souche bovine Vallée cent quatriéme passage. 4 d’entre eux 
ainsi que 2 témoins sont éprouvés le 10 décembre par inoculation intravei- 
neuse de 0 milligr. 0001 de la souche bovine Vallée. 

Les 2 lapins non éprouvés meurent a la fin de décembre sans lésions. 

Les 2 lapins temoins meurent l'un le 2 janvier 1930 avec de nombreuses 
granulations pulmonaires, l'autre le 4°" février avee des lésions pulmonaires 
confluentes. 

3 lapins préparés et éprouvés meurent a la fin de décembre de pasteurel- 
lose sans lésions tuberculeuses. Le dernier est sacrifié le 23 janvier et ne 
présente aucune lésion. 


Expérrence. — Le 25 aout 1931, 10 cobayes recoivent sous la peau 40 milli- 
grammes de la souche bovine Vallée deux cent huitiéme passage. 

Le 4 octobre suivant, 8 d’entre eux, ainsi que 3 cobayes témoins, sont 
éprouyés par inoculation sous-cutanée de 0 milligr. 0001 de lasouche bovine 
Vallée. 

Les 2 cobayes préparés et non éprouvés sont sacrifiés le 23 novembre et 
ne présentent qu'une légére hypertrophie de leurs ganglions inguinaux. 

Les 3 cobayes témoins sacrifiés ala méme date ont de nombreuses lésions 
de la rate. Les cobayes préparés et éprouvés sacrifiés en inéme temps ont 
des lésions de la rate moins nombreuses et moins prononcées que les 
témoins. 


PROPRIETES DES BACILLES TUBERGULEUX ATTENUES 499 


Experience. — 10 cobayes recoivent sous la peau, le 25 aodt 1931, 15 milli- 
grammes de la souche bovine Vallée deux cent huititme passage. 

8 dentre eux sont éprouvés le 2 octobre suivant par inoculation sous- 
cutanée de 0 milligr. 0001 de la souche bovine Vallée. Les 2 cobayes non 
éprouvés sacrifiés le 29 novembre 1931 ne présentent aucune lésion. Mémes 
témoins que dans l’expérience précédente. 

Les cobayes préparés et éprouvés sacrifiés A la méme date ont des 
lésions ganglionnaires moins accusées que les témoins. Chez 4 d’entre eux 


la rate est indemne, chez les autres cet organe présente quelques tubercules 
moins nombreux que chez les témoins. 


Expsriznce. — Le 27 aout 1931, 2 lapins recoivent dans la veine 4 milli- 
gramme de la souche bovine Vallée deux cent huititme passage, et deux 
40 mifligrammes de cetle souche. Ils sont éprouyés le 2 octobre ainsi que 


2 témoins par inoculation intraveineuse de 0 milligr. 0004 de la souche bovine 
Vallée. 


Les 2 lapins témoins meurent le 14 novembre avec des granulations pu!- 
monaires assez nombreuses. 


Les 2 lapins préparés et éprouvés sont sacrifiés le 15 décembre. Ceux 
ayant recu préalablement 41 milligramme de la souche bovine Vallée atténuée 
out quelques tubercules pulmonaires; ceux qui ont recu une dose plus forte, 
40 milligrammes, ont des lésions pulmonaires encore plus rares, et, comme 
les précédentes, ils ne présentent aucune léston des autres organes. 


Comme chez les cobayes et les lapins préalablement inoculés 
avec la souche bovine Vallée atténuée, cinquante-deuxiéme 
passage, chez ceux qui ont recu en premier lieu les souches 
un peu plus atténuées, cent quatre et deux cent huiti¢me 
passage et qui ont été ensuite éprouvés par la méme 
souche virulente, il y a un retard dans la marche de }’in- 
fection et ume localisation plus grande des lésions, mais 
chez les cobayes les résultats sont en général moins nets 
que dans les expériences faites avec la souche bovine Vallée 
cinquante-deuxiéme passage. 


Conclusions. 


Les bacilles tuberculeux virulents d’origine humaine ou 
bovine paraissent d’autant plus susceptibles de subir une atté- 
nuation de leur pouvoir pathogére par réensemencements pré- 
coces effectués tous les trois ou quatre jours sur milieu syn- 
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thétique de Sauton que leur conservation sur les milieux de 
culture est plus ancienne. 

La souche bovine Vallée atténuée par 208 réensemencements 
précoces se comporte comme Ja souche bovine Vallée viru- 
lente au point de vue du pouvoir antigéne zn vitro. In vivo son 
pouvoir antigéne semble inférieur & celui de la souche bovine 
Vallée virulente. 

Les 3 souches bovine Vallée atténuées par 52, 156 et 
208 réensemencements précoces et conservées depuis trois ans 
sur pomme de terre glycérinée par réensemencement chaque 
mois se comportent 4 peu prés de la méme facon au point de 
vue de leur pouvoir sensibilisant 4 la tuberculine, qui est infé- 
rieur & celui de la souche bovine Vallée virulente. Elles 
rendent le cobaye allergique 4 !a dose de 0 milligr. 001 a 
0 milligr. 0001 par voie sous-cutanée et le lapin 4 la dose de 
0 milligr. 0001 par la voie veineuse. 

Les souches bovine Vallée atténuées par réensemencements 
précoces paraissent un peu moins toxiques pour le lapin que 
Ja souche bovine Vallée originelle. 

La souche bovine Vallée a'ténuée par 208 réensemence- 
ments précoces parait moins riche en lipides que la souche 
bovine Vallée virulente dont elle est issue. 

Chez les animaux préalablement inoculés avec les souches 
bovine Vallée atténuées, linfection tuberculeuse déterminée 
par la souche bovine Vallée virulente évolue avec un retard 
marcué sur les témoins. 

L’inoculalion préalable au cobaye et au lapinde ces souches 
atténuées par réensemencements précoces donne & ces animaux 
une certaine résistance 4 une infection d’épreuve réalisée par 
la souche bovine Vallée virulente dont elles sont issues. C’est 
dans les expériences effectuées chez le cobaye avec la souche 
bovine Vallée la moins alténuée que les résultats sont le plus 
nets. 
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SUR L’ACTIVATION /W VIVO ET JN VITRO 
DE L’ANTIGENE METHYLIQUE DE BOQUET ET NEGRE 


par C. NINNI. 


(Institut Pasteur. Laboratoires de recherches 
sur la Tuberculose.) 


Du point de vue immunologique, les extraits alcooliques du 
bacille de Koch différent des extraits alcooliques des différents 
organes des mammiféres par ce fait qu ils se montrent anligénes 
ala fois in vitro et in vivo. 

La foaction antigénique zm vivo n’appartieut pas seulement 
aux extrails alcooliques du bacille de Koch, pour lesquels ellea 
été le mieux étudiée (IX. Meyer [1], Boquet et Négre [2], Much [3], 
Dienes et Freund [4], Klopstock et Witebsky {5], Eissler et 
Ehrlich [6}]), mais elle est aussi décelable dans les extraits 
alcooliques de vers intestinaux tels que le tenia et |’échino- 
coque (K. Meyer [7]), du B. proteus (Klopstock [8}), du vibrion 
cholérique (Levaditi et Mutermilch [9]), dn bacille diphiérique 
(Boquet et Négre, Witebsky et Krah (10]), des graines de soja 
(Dessy [11}). 

Le complexe antigénique du bacille de Koch a les propriétés 
suivantes : il n’est pas digéré par la pepsine ni par la trypsine; 
il est soluble dans l’alcool et dans l’éther et insoluble dans 
Vacétone. Kn raison de ces propriélés, qui sont particulires 
aux lipoides et plus précisément aux phosphalides, on a retenu 
que la fonction antigénique des extraits alcooliques du bacille 
de Koch est due aux lipoides. 

While a émis l’hypothése que la fonction antigénique de ces 
lipoides était liée & la présence de faibles quantités de protéines 
dans les extraits alcooliques de bacilles tuberculeux. Mais les 
recherches de Pinner {42}, effectuées avec des produits purifiés, 
démontrent que, en réalité, s’ils conliennent des traces de pro- 


ACTIVATION DE L'ANTIGENE METHYLIQUE 503 


téines, celles-ci ne peuvent intervenir dans la production des 
anticorps tuberculeux. 

D’autre part, les recherches de Boquet et Negre ont prouvé 
que les matiéres grasses, les cires et les lipoides insolubles dans 
l'acétone n’ont aucune action sensibilisante, ni aucune action 
déchainante chez les animaux (lapins et cobayes) préparés par 
des injections de produits homologues ou de bacilles morts, et 
chez les animaux tuberculeux. Il faut injecter 2 a5 cent. cubes 
d’antigéne méthylique par voie veineuse aux lapins tuberculeux 
pour constater une réaction thermique allergique, altribuable 
a la présence dans cet antigéne d’une minime fraction tubercu- 
linique, laquelle, comme on sait, n’est pas antigéne in vivo. 

Par contre, le rdle des polysaccharides dans la propriété 
antigénique zm vivo des extraits alcocliques du bacille de Koch 
est a présent plus difficile & exclure. Les éludes récentes 
d’Anderson et Roberts [43] et de Chargaff et Anderson [44] ont 
montré que les phosphatides et les graisses totales du bacille de 
Koch renferment des substances glucidiques complexes, étroite- 
ment liées aux lipoides que l'on peut déceler par hydrolyse alca- 
line. Une de ces substances isolée du phosphatide correspond 
aun nouveau type de polysaccharide, le « manninositose ». 

Pour certains auteurs, les polysaccharides du pneumocoque 
peuvent, selon la méthode de préparation et leur degré de 
pureté, présenter seulement la propriété spécifique de réagir 
.in vitro, avec les sérums d’animaux préparés par inoculation de 
pneumocoques (Heidelberger et Avery [15]), ou am vivo (1), 
mais ils ne pourraient devenir antigénes in vivo que par union 
préalable avec la globuline du sérum de cheval (Goebel et Avery 
(16]) ow par adsorption a des particules de collodion (Zozaia 
[47}). Pour d’autres, au contraire, ils seraient antigénes complels 
in vivo (2). On peut donc penser, par analogie, que la propriété 
antigénique in vivo des extraits alcooliques du bacille de Koch 
releéve du complexe phosphatide-polysaccharide, que l’analyse 
chimique a révélé. 


(1) Francis et Tillet [49] ont réussi a déceler l’allergie cutanée chez Thomme 
convalescent de pneumonie et chez les lapins vaccinés par les trois types 
de pneumocoques en leur injectant des polysaccharides spécifiques purs. 

(2) On a réussi a produire une immunilté évidente chez la souris (Wads- 
worth et Brown [18]) au moyen des mémes substances. 


504 ANNALES DE L’INSTI1UL PASTEUR 


Du reste, pour les substances que l’on considére comme des 
hapténes vrais, & savoir l’antigeéne de Forssmann, on attribue 
une grande importance aux fractions glucidiques, sans dénier 
toute valeur aux lipoides. Pour l’antigene de Forssmann puri- 
fiée, hydrolyse chimique a mis en évidence la présence d’acides 
eras et de sucresen quantités supérieures celles que contiennent 
les cérébrosides. On suppose que la fonction antigénique (sous 
forme de hapténe) est liée, d’une part, aux lipoides qui forme- 
raient le noyau actif, d’autre part, aux glucides qui auraient la 
propriété spécifique (Landsteiner [20)). 


Activation de l’antigéne méthylique 7 vivo. 


La fonction antigénique du.bacille de Koch est liée aux 
substances solubles dans l’alcool éthylique, ou mieux, méthy- 
lique, et insolubles dans l’acétone. En effet, les bacilles traités 
var l’acétone et par l’alcool méthylique et, par conséquent, 
épuisés des cires, des graisses, des glucideset des phospho-lipides, 
sont de trés mauvais antigenes zn vitro; les bacilles de Koch 
totaux tués sont des antigénes assez médiocres, parce que les 
substances capables de liaison avec les anticorps tuberculeux 
se trouvent diluées dans le protoplasme du bacille; au contraire, 
extrait méthylique des mémes bacilles épuisés préalablement 
par l’acétone est trés actif. ° 

In vivo, la propriété antigénique est aussi fonction de la pré- 
sence des glucides et des phospho-lipides; c’est pourquoi elle 
fait défaut pour les bacilles tués et épuisés par l’acétone et l’al- 
cool méthylique. 

fl est évident que l’absence totale ou partielle de protéine 
bactérienne, qui forme le support des glyco-phospho-lipides — 
unigues dépositaires de la fonction antigénique —, conduit & 
la réduction plus ou moins prononcée de celle-ci, parce que le 
support agit comme une masse indifférente quant & la spécifi- 
cité, mais nécessaire pour la réaction. 

Si cette hypothése est exacte (et les expériences de Lands- 
teiner sur les azoprotéines la rendent vraisemblable), on doit 
trouver, d'une part, que l'union dé l’antigéne méthylique avec 
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un support reconstitue la fonction antigéne totale des bacilles 
intacts; d’autre part, on pourra interpréter la fonction antigé- 
nique partielle des extraits méthyliques comme |l’effet d’une 
masse restreinte, mais encore suffisante. Par conséquent, la 
purification & la limite, en réduisant au minimum la masse- 
support, conduirait & la disparition de la fonction anligénique 
et & la transformation d’un antigene complet, quoique limité, 
tel que l’extrait méthylique, en un antigéne incomplet, comme 
les hapténes de Landsteiner. 

Les faits acquis montrent, en effet, que, aussi bien pour les 
hapténes connus que pour quelques phosphatides considérés 
comme anligenes 2m vivo, la fonction antigénique peut varier 
en raison de la pureté, c’est-a-dire de la masse, et des artifices 
mis en ceuvre pour donner cette masse au hapténe. 

Ainsi, selon les recherches de Meyer, les extraits alcooliques 
des vers intestinaux sont des antigénes complets; alors que, 
d’aprés Sachs et Klopstock [21], ils ne deviennent antigénes 
in vivo que par mélange préalable avec un sérum. 

Il est facile, ou relativement facile, de rendre antigénes la 
substance de Forssmann (Landsteiner (22]) et les lipoides ubi- 
quitaires (Sachs, Klopstock et Weil [23]), par union préalable 
avec une protéine étrangére. Pourla lécithine etla cholestérine, 
plusieurs auteurs ont échoué, mais H. Meyer [24], Weil et Besser 
ont récemment montré que le distéaro-lécithide pouvait devenir 
antigéne par combinaison in vitro. Berger et Scholer [25] et 
Bisceglie [26] ont réussi 4 différencier des isoméres de la 
cholestérine ou lergostérine irradiée, et Weil et Besser [27] 
ont mis en évidence des antigénes spécifiques et des antigénes 
communs dans les différentes cholestérines. 

Par mélange a un « entraineur », non antigéne par lui-méme 
et fonctionnant comme une masse inerte, il semble aussi qu’on 
puisse conférer le pouvoir antigénique in vivo & la substance 
de Forssmann, tout au moins si la purification est incompléte, 
car Gonzales, Armangué et Morato [28] ont trouvé que l’extrait 
alcoolique d’organes de cobaye, adsorbé par le noir animal, le 
kaolin, la terre d’infusoires, elc..., produit des anticorps hétéro- 
génétiques si on inocule le mélange par voie péritonéale a des 
Japins. 
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La question se posait de savoir si l’on peut accroilre le pou- 
voir antigénique in vivo des extraits méthyliques des bacilles de 
Koch par mélange préalable avec une substance telle que 
l'acide phénique, qui est un activateur in vitro des antigénes 
lipoidiques (Sachs et Sollazzo, Ninni, elc...), ou par union avec 
des protéines animales ou bactériennes [29]. 

Pour essayer d’y répondre, nous avons préparé plusieurs lots 
de lapins en leur injectant a six reprises, deux fois par semaine, 
aux uns, 1 cent. cube d’antigéne méthylique concentré trois 
fois; et aux autres, 4 cent. cube d’antigéne méthylique con- 
centré trois fois et additionné de: 


a) 4c. ©. @une solution a 2 p. 400 de phénol dans lalcool éthylique ; 

6) 4 cent. cube de sérum de cheval normal ; 

c) 1 cent. cube de sérum de pore normal ; 

d) 2 cent. cubes de suspension de bacilles de Koch tués a 120° et entié- 
rement dégraissés par extractions mulliples alternativement avec l’alcool a 
60° et léther 4 37°; 

e) 2 cent. cubes de suspension de B. coli tués a 120° et dégraissés comme 
précédemment ; 


f) 1 cent. cube de suspension de culture sur gélose de bacilles de Bang 
tués a 60° (1/10 d’une culture entiére) ; 
‘ g) 1 cent. cube d’une suspension de culture sur gélose de B. coli vivants 
(1/10 dune culture en tubes de 17 millimétres). 


Chaque mélange a été amené au volume de 5 cent. cubes 
par addition d’eau physiologique et laissé pendant une heure 
& deux heures 4 37° avant d’étre injecté aux lapins par voie 
veineuse. 

Les lapins étaient saignés neuf jours aprés la derniére ino- 
culation et on procédait au dosage des anticorps tuberculeux 
en présence de l’antigéne méthylique, selon la technique de 
Calmette et Massol, & la réaction de Wassermann et enfin au 
dosage des hémolysines anli-mouton éventuelles. 

Comme contrdéle, nous avons traité des lapins, les uns avec 
des bacilles de Koch dégraissés, les autres avec des bacilles de 
Koch tués & 120°. 

Bien entendu, nous nous étions assuré, au préalable, que le 


sérum des lapins employés dans ces expériences ne contenait 
pas d’anticorps fixateurs. 


ACTIVATION DE L’ANTIGENE METHYLIQUE 507 
Voici les résultats obtenus avec les différents sérums : 


UNITES D’ALEXINE 


d° Antigene méthylique =-\stdapin 3. ..... 24.5 s.6. 40 

DAVEY ONDA ee Se ee ae 60 
2° Antigéne méthylique + phénol-alcool.......... a 
3° Antigéne méthylique + sérum de cheval. ...... , - 
4° Antigéne méthylique + sérum de POVCNS Ai bees os : ne 
5° Antigéne méthylique + bacilles de Koch dégraissés . . ca 
6° Antigéne méthylique + B. coli tués dégraissés. . . . . it 
7° Antigéne méthylique + bacilles de Bang tués...... i 
S° Antigéne méthylique + B. coli vivants ......... 


Les antisérums des lapins témoins ont donné : 


Controle A : bacilles de Koch dégraissés : 0 unité alexine. 
Controle B : bacilles de Koch chauffés; saignée aprés neuf jours; 
1° 20 unités d’alexine (lapin trés malade lors de la saignée); 

2° 100 unités d’alexine (lapin malade) ; 

3° 500 unités d’alexine (lapin assez bien portant). 


Le deuxiéme lapin, qui se rétablit, fut saigné de nouveau 
quinze jours aprés la premiére saignée ; son sérum titrait alors 
400 unités d’alexine. 

La réaction de Wassermann a été positive avec le sérum des 
lapins traités par un mélange d’antigéne méthylique et de 
sérum de porc, de 8. coli tués ou vivants, ou de bacilles de 
Koch dégraissés, ainsi qu’avec le sérum des lapins traités avec 
des bacilles de Koch totaux tués. Mais la réaction, surtout évi- 
dente avec les extraits de cceur de veau cholestériné, se pro- 
duisait seulement avec des doses de sérum huit & dix fois supé- 
rieures aux doses minima fixatrices pour l’anligéne méthy- 
lique. On n’a jamais constaté Ja formation d’hémolysines anti- 
mouton, sauf chez un lapin traité avec l’antigéne méthylique 
tsérum de porc, dont le sérum a hémolysé jusqu’a 0,01. Ce 
lapin présentait d’ailleurs auparavant un pouvoir hémolytique 
de 0,04. 

L’inoculation, aux mémes lapins, d’antigeéne méthylique et 
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de B. coli vivants, ou de sérum de pore, effectuée séparément 
dans les veines des deux oreilles, n’a pas provoqué d’augmen- 
tation des anticorps (40 et 70 unités d’alexine) : ce qui démontre 
que la reconstitution totale du pouvoir antigénique s’effectue 
in vitro et non in vivo, comme on le constale habitueliement 
pour les lipoides hétérophiles et ubiquitaires. 


Les résultats de nos recherches sur la production d’anticorps 
fixateurs. par inoculation au lapin d’antigéne méthylique 
préalablement mélangé a ‘différentes substances ne laissent 
aucun doute sur la possibilité d’augmenter le litre des anticorps 
tuberculeux quand on injecte des extraits alcooliques des 
bacilles de Koch en mélange avec des « entraineurs » appropriés. 

Etant donné que la question est étroitement liée a celle des 
hapténes, qui deviennent antigénes zn vivo par union préalable 
avec une protéine étrangére, nous avons porté notre attention 
sur les conditions générales de la production des anticorps 
lipoidiques. 

Si l’animal lui-méme intervient, — car les infections latentes 
peuvent modifier l'état de réactivilé des tissus et produire une 
augmentation ou une diminution des anticorps lipoidiques 
selon que |’infection latente a été surmontée ou non [30], — 
cerlaines conditions, inhérentes & |’ « entraineur » et aux 
lipoides, favorisent ou déclenchent la production des anticorps. 


ROLE DEL’ « ENTRAINEUR » DANS LA PRODUCTION 
DES ANTICORPS LIPOIDIQUES. 


Les premiéres recherches de Landsteiner et de Landsteiner 
et Simms sur le lipoide hétérogénétique de Forssmann avaient 
montré que le sérum de cheval et le sérum de porc conviennent 
également pour l’obtention des anticorps hétérogénétiques. 
Par ailleurs, les études de Doerr et Hallauer (34] ont prouvé 
que, pour rendre antigéne la substance de Forssmann, on peut 
se servir indifféremment de sérum de cheval, d’homme, de 
pore et de beeuf, de microbes vivants ou de microbes tués a 60° 
(B. typhique, B. coli, Micrococcus rosaceus, etc...), mais non 
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de spores du B. subtilis ou de substances telles que la peptone 
ou l’autosérum, qui ne sont pas antigénes par elles-mémes. 

Mais si, pour rendre antigéne in vivo la substance de Forss- 
mann, la qualité de l’ « entraineur » a apparemment peu de 
valeur, pour les autres hapténes, par contre, la qualité de la 
protéine ne semble pas indifférente. En effet, les meilleurs 
résultats ont toujours été obtenus par combinaison avec le 
sérum du pore, alors que, avec le sérum de cheval, la produc- 
tion d’anticorps lipoidiques a parfois échoué. 

Bien quil soit difficile de préciser par quel mécanisme la 
« substance entraineuse » rend les hapténes anligénes in vivo, 
nous pouvons distinguer dans 1’ « entraineur » trois condi- 
tions nécessaires pour activer ou méme rendre anligéniques 
lextrait méthylique de bacilles de Koch et, d’une facon géné- 
rale, les hapténes vrais. Ce sont : 


a) La QUANTITE DE proréine. — Dans les expériences rela- 
tives 4 l’activation de l’antiggne méthylique par le sérum de 
pore, nous avons constamment employé une dose de ce der- 
nier double de celle qui est généralement préconisée, soit 
1 cent. cube. 

Les recherches de Van der Scheer [32] montrent indirec- 
tement l’importance de la quantité de la protéine. En effet, cet 
auteur a constaté qu’un excés de hapténe de Forssmann pour 
une méme quantité de sérum de pore est nuisible 4 la produc- 
tion d’anticorps hélérogénétiques : le sérum des lapins inoculés 
avec 0 c. c. 5 de sérum de pore dans 5 cent. cubes d’eau phy- 
siologique et 1 milligramme de hapténe contient des hémo- 
lysines anti-mouton actives au 1/500, tandis que les hémoly- 
sines des lapins inoculés avec Ja méme quantité de sérum de 
pore mélangé 4 100 milligrammes de hapléne n’étaient actives 
qu'au 1/25. Pour vérifier ces résultats, nous avons fait les 
deux expériences suivantes : 


Premiéi £ EXPERIENCE. — 2 lapins recoivent par voie veineuse un mélange de 
1 cent. cube d’antigéne méthylique concentré + 0c. c. 4 de sérum de pore, 
amené au volume de 5 cent. cubes par addition d’eau physiologique. Neuf jours 
aprés la sixiéme injection, les lapins sont saignés; leurs anticorps fixateurs 
vis a-vis de l’antigéne méthylique ont été de 40 U.A, (1) et 60 U.A. 


(1) Unités d‘alexine d’aprés lanotation de Calmette et Massol. 
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On a ainsi obtenu moins d'anticorps fixateurs que chez les lapins traités 
avec la méme quantité d'antigéne mélangé a 1 cent. cube de sérum de porc 
(en moyenne 100 U.A.). 


Deuxime ExeeRtENcE. — 2 lapins regoivent par voie veineuse 1 cent. cube 
d'antigegne méthylique concentré et 1/200 de suspension de culture sur gélose 
de B. coli tués 4 60°. Leurs sérums ont titré 80 et 90 U. A. 


Ces expériences montrent que l'activation im vivo de la pro- 
priété antigénique des extraits alcooliques de bacilles de Koch 
est fonction de la quantité de protéine étrangére et qu'elle s’ac- 
croit par augmentation de cette derniére. Elles expliquent 
aussi pourquoi Klop-tock et Witebsky [33] n’ont pas réussi a 
augmenter la quantité d’anticorps fixateurs par inculation de 
lipoides du bacille diphtérique mélangés & du sérum de pore a 
la dose de 0c. c. 5, et Weigmann et Liese [34], les anticorps 
tuberculeux par inoculation de lipoides du bacille de Koch 
mélangés 4 du sérum de pore. 

D’autre part, le phénoméne se vérifie avec l’antigéne de 
Forssmann. 


Nous avons préparé 5 lapins avec de l’extrail alcoolique de coeur de cobaye 
mélangé a du sérum humain. Les lapins ont recu par la voie veineuse 
7 injections des mélanges suivants maintenus trente minutes 4 37° : 

a) 3 lapins-: extrait alcoolique de cceur de cobaye, 1 cent. cube 25 (non 
évaporé) + sérum humain non chauffé 2 cent. cubes + ean physiologique 
jusqu’au volume de 7 cent. cubes. 

b) 2 lapins: méme quantité d’antigéne de Forssmann, mélangé a 0c. c. 3 
de sérum humain non chauffé, + eau physiologique jusqu’a 7 cent. cubes. 


Les antisérums présentaient les titres hémolytiques suivants 
pour les globules de mouton : 

Pour les 3 premiers lapins : 250, 350 et £00; pour les 2 der- 
niers: 50 et moins de 25. 

La réaction de Wassermann vis-a-vis de l’antigéne coeur de 
cobaye a été positive avec les trois premiers anti-sérums jus- 
qua la dose de 0c. c. 025; négative avec les deux derniers. 


6) Le tees be coNTAcT pEs méLaNGes. — Nous avons dit que 
dans nos expériences le temps de contact des mélanges avait 
été aujminimum de soixante minules et au maximum de cent 
vingt minutes. 


Nous avons laissé les mélanges 437° pendant ce délai parce 
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que nos essais avec l’anligene de Forssmanu nous avaient 
montré l'importance du temps de contact pour la production 
d’anticorps hétérogénétiques. 

Les antisérums de 3 lapins, préparés par sept inoculations 
d'un mélange : extrait alcoolique de cour de cobaye non éya- 
poré : 1 cent. cube 25 +. 2 cent. cubes de sérum humain non 
chauffé, maintenu quatre-vingt-dix minutes & 37°, ont donné 
les titres suivants d’hémolysines anti-mouton : 400, 1.000 et 
2.000 ; pendant que pour 3 lapius préparés avec un mélange 
idenlique maintenu trente minutes 37°, les titres des hémo- 
lysines élaient : 250, 350 et 400, respectivement. 


c) QUALITE DE L’¢ ENTRAINEUR » ET TOXICITE DU MELANGE. — Les 
résultats que nous avons obtenus avec l’antigene méthylique 
établissent d'une maniére indiscutable que la qualité de la pro- 
téine employée comme « entraineur » intervient dans l'acti- 
vation de ce produit. 

De deux protéines animales que nous avons essayées : cheval 
et porc, c’est la protéine de pore qui a fait preuve de la plus 
grande efficacité ; de 2 microbes chauffés, B. coli et Bucille 
de Bang, seul le premier s'est montré capable 4d’activer 
lantigene méthylique. 

‘On pourrait penser que cette activation dépend de la plus ou 
moins grande facilité avec laquelle la surface de la protéine 
se charge de lipoides et que le B. colt, vivant surtout, 
exercant une attraction plus grande pour n’importe quel extrait 
alcoolique, serait ainsi le plus idoine pour activer les hapténes 
d'origine animale. 

Mais nos expériences ne confirment pas cette hypothése. 


Expérisnce. — 4 lots de 2 lapins sont inoculés, par voie veineuse (sept 
injections) avec : 

40 Extrait alcoolique de foie de rat concentré 5 fois : 1 cent. cube 
+ 0c. c. 8 d’une culture sur gélose, diluée au 1/10, de B. coli vivants. 

2° Extrait alcoolique de sérum de cobaye (non concentré) : 1 cent. cube 
+ 0c. c. 8 d'une culture sur gélose, diluée au 1/10, de B. coli vivants. 

3° Extrait alcoolique de foie de rat concentré 5 fois : 1 cent. cube + 0c.c. 8 
de sérum de porc. 

4° Extrait alcoolique de sérum de cobaye (non concentré) : 1 cent. cube 
+ 0c.c. 8 de sérum de pore. 
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Les résultats ont été les suivants : 

t° En ce qui concerne les hapténes hétérogénétiques : les 
hémolysines anti-mouton pour le mélange B. coli + lipoides 
de cobaye n’ont pas dépassé le titre de 250, alors que pour le 
mélange sérum de pore + lipoides de cobaye, elles ont dépassé 
le titre de 1.000. 

La réaction de Wassermann a été positive jusqu’a la dose de 
0c. c. 05 d’antisérum vis-a-vis soit de l’extrait alcoolique de 
coeur ou de sérum de cobaye, soit de l’extrait alcoolique de cur 
de veau cholestériné pour les lapins préparés avec le B. coli 
vivant comme « entraineur »; elle a été positive jusqu’a 
0c. c. 005 et 0 c. c. 002 d’antisérum vis-a-vis de l’extrait 
alcoolique de cceur ou de sérum de cobaye pour les lapins pré- 
parés avec le sérum de porc comme entraineur. De plus, ces 
deux antisérums ont donné une fixation faible (jusqu’a 0c. c. 05 
de sérum) pour l’antigéne cceur de veau cholestériné. 

2° En ce qui concerne les hapténes ubiquitaires, la fixalion 
du complément a été positive jusqu’a la dose de 0 c. c. 02 
d’antisérum vis-a-vis de l’extrait alcoolique de cceur de veau 
cholestériné pour les lapins préparés avec le B. colz comme 
« entraineur »; jusqu’a la dose de 0c. c. 001 et 0 c. c. 0001 
d’antisérum pour les lapins préparés avec le sérum de porc 
comme entraineur. ; 

Ces résultats prouvent qu'il existe une sorte de spécilicité 
relative de l’« entraineur » dans les phénoménes d’activation des 
extraits alcooliques. On est done fondé aaffirmer que, pour les 
extraits alcooliques bactériens, la protéine bactérienne (B. colz) 
est la plus idoine; pour les extraits alcooliques d’organes ani- 
maux la protéine animale convient mieux. 

On peut rapprocher de ces constatations celles de Gonzales, 
Armangué et Moralo, qui montrent que pour la production 
danticorps lipoidiques hétérogénétiques le kaolin et surtout 
le noir animal sont beaucoup plus actifs que la terre d'infu- 
soires, le charbon végétal et l’hydroxyle d’aluminium. D’autres 
absorbants, comme Vhydroxyde de fer colloidal, n’unt aucune 
action. 


* 
¥ *¥ 


Toutes conditions égales d’ailleurs, plus grande est la toxicité 
des mélanges, plus facile est la production d’anticorps fixateurs 
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Les recherches de A. Boquet et L. Nagre ont montré que 
lantigéne méthylique est entidrement inoffensif pour les lapins 
normaux, qui en supportent plusieurs injections consécutives, 
de plusieurs centimdtres cubes par voie veineuse, sans mani- 
fester aucun trouble. 

Au contraire, les mélanges présentent une toxicité nig ou 
moins accusée, qui modifie la production d’anticorps oblenue 
soit par injection d’antigéne méthylique, soit par injection 
d’extraits aleooliques d’organes d’animaux. 

Les produits ou microbes « entraineurs », méme a des doses 
doubles de celles que nous avons employées, ont une toxicité 
primaire nulle (acide phénique) ou négligeable (sérum de 
cheval, B. cof tués et bacilles de Bang tués, bacilles de Koch 
tués et dégraissés et méme sérum de porc). Mais la toxicilé 
primaire du B. coli vivant est telle qu’on ne peut pas doubler la 
dose injectée sans risquer de perdre quelques lapins. 

Par contre, les mélanges sont tous plus ou moins nocifs. 
Celte nocivité est surtout locale pour le mélange antigéne 
méthylique + acide phénique; elle est trés atténuée ou nulle 
pour le mélange anligéne méthylique + bacilles de Bang tués, 
ou sérum de cheval. Poitr les autres mélanges elle est See 
et l’intoxication revét trois formes. 

La premiére est surtout nerveuse et pulmonaire : quelques 
minutes aprés la premiére ou la deuxiéme injection, les animaux 
perdent leur tonicité musculaire, tombent et présentent une 
parésie ou une paralysie générale qui les conduit & la mort 
en quelques minutes; parfois, aprés une & deux heures, ils se 
rétablissent complétement ou restent paralysés. A l’autopsie, 
on trouve surtont une congestion pulmonaire. Cette forme est 
fréquente chez les lapins traités par le mélange avec le B. coli 
vivant, moins fréquente, et seulement si on dépasse deux fois 
les doses indiquées, chez les lapins traités par les mélanges 
avec le B. coli tué, les bacilles de Koch dégraissés, le sérum de 
pore; on ne l’observe jamais chez les lapins traités par les 
mélanges avec des bacilles de Bang lués ou du sérum de cheval. 

La deuxi'me forme est surtout zntestina/e : elle est caracté- 
risée par une diarrhée profuse, qui améne la mort en vingt- 
quatre a quarante-huit heures; elle peut se manifester dés la 
premiére injection, mais elle est plus fréquente lors des réin- 
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jections. On l’obtient avec le mélange antigéne méthylique + 
B. coli vivant ou B. coli \ué. . 

La troisisme forme, qui traduit un accroissement remar- 
quable de la toxicité.de la protéine, se superpose a la premiére 
et rappelle d’assez prés les phénoménes d’anaphylaxie. On 
Vobserve surtout chez les lapins injectés avec le mélange anti- 
gene mélhylique + sérum de porc. Quelques minutes apres 
linjection, animal présente des convulsions, pousse un cri et 
meurt ou se rétablit en dix & vingt minutes. Cette forme se 
manifeste ordinairement & la troisiéme ou a la quatriéme injec- 
tion; en général, elle se reproduit chez le méme animal, avec 
les mémes caractéres, aprés l’'injection suivante ou, plus fré- 
quemment, aprés trois ou quatre nouvelles injections. On 
observe également cette forme chez les lapins injectés avec le 
mélange extrait alcoolique de foie de rat concentré au 1/5 -- 
sérum de pore & la dose de 2 ou méme de 1 cent. cube. La 
mort survient dans la moitié des cas. Les accidents restent fré- 
quents, mais non mortels si on ne dépasse pas la dose de 
0c.c. 6de sérum de pore dans les mélanges. 

La protéine animale associée joue un réle important, car si 
l'on mélange du sérum humain a des extrails alcooliques de 
fore de rat, il faut injecter 2 cent. cubes pour observer des 
phénoménes semblables, mais non mortels (3 lapins éprouvés). 
L’intoxication fait défaut ou est trés peu accusée quand le 
mélange injecté ne contient que 1 cent. cube de sérum humain. 

La provenance des substances lipoidiques influe également : 
a dose égale de sérum de pore, les lipoides concentrés du foie de 
rat provoquent une intoxication mortelle; l’extrait alcoolique 
concentré du foie de lapin produit seulement des convulsions, 
et les lipoides hétérogénéliques, concentrés ou non, ne déter 
minent aucune réaction manifeste. 

Or, si toutes conditions étant égales (dose, nombre d’inocula- 
tions, quantité et préparation des lipoides), on titre les anti- 
corps fixateurs des lapins préparés avec les mémes lipoides d’ori- 
gine animale mélangés soit an sérum de porc, soit au sérum 
humain, on constate que les antisérums des premiers contiennent 
deux a cing fois plus d’anticorps lipoidiques. que ceux des seconds. 

La question se pose de savoir si l’augmentation de la toxicité 
de la protéine mélangée aux lipoides résulte d’une sommation 
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de la toxicité primaire de V’entraineur el de celle du lipoide, ou 
@une modification de la protéine sous Vinfluence des lipoides 
adsorbés. L’expérience suivante semble en faveur de cette der- 
niére hypothése. 

En effet, on sait que le sérum mélangé aux lipoides peut pro- 
duire, d'une part, des anticorps lipoidiques, d’autre part, des 
précipitines spécifiques de la protéine « entraineuse ». 

Nous avons titré les précipitines des sérums préparés soit 
par injection de sérum humain seulement, soit par injection de 
la méme quantité de sérum humain (2 cent. cubes) mélangé & : 

ic. c. 25 d’extrait alcoolique de coeur de cobaye (non con- 
centré) ; 

1 c.c. 25 d’extrait alcoolique de foie de lapin (non concentré); 

1c. c. 25 de solution alcoolique d’acide phénique & 2 p. 100. 

Ces titrages ont montré que les précipitines les plus actives sont 
celles des sérums des lapins préparés avec le sérum humain 
seul, et les moins actives celles des sérums de lapins, préparés 
avec le mélange sérum humain -++ antigéne de Forssmann. 

Voici, a titre d’exemple, quelques résultats : 
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Pour que le pouvoir antigénique zn vivo des protéines 
diminue aprés un contact d'une heure et demie & 37° avec les 
lipoides ou n’importe quelle autre substance, il faut que leur 
surface soit modifiée. Celte modification peut étre de nature 
chimique, comme le pense Landsteiner, ou de nature physique 
comme le suppose Sachs. Si elle était de nature chimique, 
nous aurions di trouver, ponr le moins, que les sérums d’ani- 
maux préparés avec les mélanges réagissent plus facilement 
avec le mélange homologue qu’avec la proléine seule. 

Or, les nombreux titrages que nous avons effectués ont 
montré que les sérums de lapins préparés soit avec le seul 
sérum humain, soit avec le sérum humain mélangé aux 
lipoides ou au phénol-alcool, réagissent mieux avec le seul 
sérum humain qu’avec le sérum humain mélangé aux lipoides 
et maintenus quatre-vingt-dix minutes 4 37°. 

Les lipoides hétérogénétiques sont ceux qui modifient le 
plus la protéine qui, pour cette raison, convient le moins pour 
déceler les précipitines spécifiques zn vitro. 

La réduction du pouvoir antigénique de la protéine n’est 
pas en relation avec l’augmentation ou l'apparition du pouvoir 
antigénique zm vivo des lipoides, car pour certains sérums pro- 
venant de lapins injectés avec le mélange sérum humain—+- 
lipoides de Forssmann, nous avons constaté l’absence d’anti- 
corps fixateurs pour l’antigéne lipoidique et absence d’hémo- 
lysines anti-mouton, alors que le taux des précipitines de ces 
sérums pour le sérum humain était aussi réduit que celui des 
sérums de lapin contenant des anticorps hétérogénétiques. 

Par ailleurs, tous les sérums d’animaux préparés par 
injection de sérum humain-+ phénol-alcool ou lipoides de 
foie de lapin, bien qu’ils soient dépourvus de pouvoir fixa- 
teur, présentent également une réduction sensible des préci- 
pitines. 

Il faut en déduire que la protéine, surtout la protéine du 
sérum de pore, lorsqu’elle est mélangée aux lipoides ct particu- 
ligrement aux lipoides hétérogénétiques, subit une modification 
physique, tout au moins si le mélange est maintenu & 37° pen- 
dant quatre-vingt-dix minutes. 

Cette modification entraine, d'une part, une réduction plus 
ou moins accusée du pouvoir antigénique précipitant soit in 
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vitro, soit in vivo, d’autre part une augmentation notable de la 
toxicité de la protéine. 

On peut rapprocher ces modifications de la toxicité et du 
pouvoir antigénique de la protéine de celles que l'on constate 
dans la formation de l’anaphylatoxine de Friedberger (Ritz et 
Sachs, Bauer et Doerr et surtout Bordet [35]) par mélange de 
sérum frais 4 de la gélose, et de la modification des propriétés 
antigéniques du venin de cobra adsorbé par le charbon 
signalée par A. Boquct [36]. 


IMPORTANCE DE L’ETAT PHYSIQUE DES ANTIGENES LIPOIDIQUES 
POUR LA PRODUCTION D’ANTICORPS FIXATEURS. 


L'état physique des antigénes lipoidiques intlue sur la pro- 
duction d’anticorps et sur la spécificité des anticorps. 

Voici une expérience qui le démontre. 

On prépare 3 lots de lapins par : 

a):3 cent. cubes d’antigéne méthylique tel quel, amené au 
volume de 5 cent. cubes par de l’eau physiologique; 

6) 3 cent. cubes d’antigéne méthylique concentré jusqu’a 
{ cent. cube et amené a 5 cent. cubes par de |’eau physiolo- 
gique. 

c) 3 cent. cubes d’antigéne méthylique entiérement évaporé 
et repris par 5 cent. cubes d’eau physiologique. 

On titre les anticorps des 3 lots de lapins et on constate qu’ils 
varient dans chacun d’eux. Les sérums des lapins injectés avec 
Vantigéne méthylique dont on a évaporé |’alcool se révélent les 
plus puissants; les sérums des lapins injectés avec l’antigéne 
méthylique tel quel contiennent le minimum d’anticorps. 

La production des anlicorps ainsi obtenus varie dans les rap- 
ports suivants : 

{ pour lantigéne méthylique tel quel; 

2 pour l’antigéne méthylique concentré ; 

3 a5 pour lantigéne méthylique évaporé. 

Ces résultats sont d’accord avec ceux constatés par Boquet et 
Négre qui, en employant la méme quantité d’antigéne méthy- 
lique entiérement privé d’alcool, ont obtenu chez le lapin, 
aprés quatre injections, des anticorps titrant 60 et 100 U. A. 
par centimétre cube de sérum. 


548 ANNALES DE LINSTITUT PASTEUR 


Les différences sont plus sensibles pour les lipoides de Forss- 
mann et pour les lipoides ubiquitaires. 

En effet, sur 4 lapins préparés par injection de 1 cent. cube 
d’extrait aleoolique tel quel de foie de lapin ou de foie de rat 
mélangé & 0.¢. ¢. 5 de sérum de pore et amené au volume de 
5 cent. cubes par de eau physiologique, un seul a présenté des 
anticorps fixateurs et seulement en quantité faible (litre : 
0.c. 6. 05 de sérum). 

Au contraire, sur 6 lapins préparés avec les mémes quantités 
d’extrait alcoolique préalablement concentré cinq fois par 
évaporalion et mélangé & la méme quantité de sérum de pore, 
4 ont donné des anticorps fixateurs en abondance (titre : 
0 c. c. 025 et 0 c. c. 008 de sérum). 

Avec les. lipoides. hétérogénétiques, sous la forme d’extrait 
alcoolique de cceur de cobaye mélangé au sérum de pore sous 
le volume de 1 cent. cube, nous avons oblenu constamment 
des hémolysines anti-mouton titrant 1/500 et 1/41.000 quand 
les lipoides étaient employés tels quels; 1/20.000 et méme 
1/50.000 s'ils avaient été préalablement concentrés cing fois 
par évaporation. 

Les mémes différences ont été observées sur les lapins pré- 
parés avec des exlraits alcooliques d’organes mélangés & une 
protéine de qualité médiocre telle que le sérum humain (0 ¢.c. 5 
a 2 cent. cubes). Sur 40 lapins qui avaient regu de |’antigéne 
de Forssmann non concentré, 2 n’ont pas donné d’hémolysines ; 
les autres ont donné des hémolysines titrant entre 1/250 et 
t/1.500. Mais tous les lapias, au nombre de 5, préparés avec 
la méme quantité d’extrait alcoolique du cmur de cobaye con- 
centré cing fois, ont produit des hémolysines anti-mouten 
titrant. de 1/2.000 a 1/5.000 

La différence a été plus nette avec l’extrait alcoolique de foie 
de lapin mélangé au sérum humain, car sur 10 lapins préparés 
avec l’extrait alcoolique tel quel, un seul a présenté dans son 
sérum des anticorps fixateurs (fixation faible, jusqu’a 0 ¢.c. 025 
de sérum); tandis qu’avee les extraits alcooliques de foie de 
rat ou, de lapin concentrés cing fois, mous n’avons eu que trois 
échees sur 8 animaux. 

Si la concentration par évaporation totale ou partielle de 
l’alcool, en modifiant l’élat de dispersion, des lipoides, a la plus 
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grande importance dans la production d’anticorps lipoidiques 
et d’hémolysines hétérozénétiques, elle exerce également une 
influence sur la qualité méme des anticorps fixateurs. 

On admet que, théoriquement, !’extrait alcoolique d’organes 
de cobayes mélangé a une protéine « entraineuse » produit, d’une 
part, des hémolysines anti-mouton, d‘autre part, des anticorps 
fixateurs qui devraient réagir seulement avec le lipoide hété- 
rogénétique, par exemple avec l’extrait alcoolique de cur de 
cobaye. Pratiquement, au contraire, on observe que ces anti- 
sérums présentent souvent des anticorps fixateurs non seule- 
ment pour le lipoide hétérogénétique, mais aussi pour le 
lipoide ubiquitatre, tel que l’extrait alcoolique de coeur de veau 
cholestériné ou non. 

On explique ce fait par la présence, dans les extraits aleoo- 
liques d’organes du type cobaye, de deux substances lipoidiques 
(hétérogénétique et ubiquitaire) et om relient que, in vivo, il se 
produit une concurrence d’antigénes. Etant donné que l’anti- 
géne lipoidique de Forssmann domine, on obtient en général 
seulement des anticorps fixateurs pour les extrails alcooliques 
hétérogénétiques (Sachs) et, dans quelques cas, des anticorps 
lipoidiques ubiquitaires. 

Quoi qu'il en soit, nous avons constaté que si on mélange 
le sérum non chauffé a l’extrait alcoolique de coeur de cobaye 
tel quel, on obtient des sérums fixateurs réagissant spécifique- 
ment avec les extraits alcooliques d’organes de cobaye; tandis 
que, si on mélange le sérum humain au méme extrait alcoo- 
lique concentré cing fois, on produit des sérums fixateurs qui 
réagissent soit avec les extraits de coeur de cobaye, soit avec 
Vextrait de cceeur de vean cholestériné ow non. Le titre des 
antivorps fixateurs est, dans ce dernier cas, 4 peu prés le 
méme pour les deux types de lipoides. 

L’ « entraineur » méme intervient, car l’antigeéne de Forss- 
mann tel quel, c’est-a-dire non évaporé, mélangé au sérum 
humain, donne des anticorps fixateurs spécifiques pour le lipoide 
hétérogénétique, tandis que, mélangé au sérum de porc, il 
donne trés facilement des anticorps fixateurs pour les deux 
types de lipoides, mais @ un litre moins élevé pour le lipoide 
ubiquitaire. 

On doit donc retenir que l'état physique des lipoides exerce une 
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influence trés marquée sur la production d’anticorps lipoidiques 
et une influence non négligeable sur la spécificité des anticorps. 


Activation /n vitro de l’antigéne méthylique 
pour la recherche des anticorps tuberculeux. 


De toutes les réactions sérologiques employées dans le dia- 
gnostic de la tuberculose, la fixation du complément s’est 
montrée, pratiquement, la plus utile. 

Bien que les opinions émises a ce propos différent, en raison 
surtout d’un assez fort pourcentage de fausses réactions posi- 
tives obtenues avec des antigénes médiocres et des techniques 
défectueuses, la valeur de la réaction de fixation s’affirme de 
plus en plus au fur et & mesure qu’on améliore soit l’antigéne, 
soit la technique, et que l’on connait mieux les propriétés 
spécifiques des sérums des tuberculeux. 

Les sérums présentent fréquemment, en effet, des propriétés 
aspécifiques dans plusieurs états morbides : syphilis, paludisme 
fébrile, et dans la grossesse. Cette propriété aspécifique ou 
labilité des sérums peut étre éliminée, ou du moins trés 
réduile, si l’on chauffe le sérum & 55°. 

Les anticorps fixateurs, tres abondants chez les animaux 
traités par les différents antigénes tuberculeux, sont au con- 
traire en quantité assez faible dans la tuberculose naturelle; de 
plus, étant du type des anticorps lipoidiqnes ils sont, comme 
ceux-ci, détruils a 62°-64° et altérés a 55°. 

L’affinité des anticorps pour les antigénes est médiocre ; le 
complexe « antigéne-anticorps » se forme lentement et la 
fixation de l’alexine au complexe n’est pas tolale, méme si elle 
ne se trouve pas en excés. C'est pourquoi le premier temps de 
la réaction doit comporler un séjour des mélanges a l’étuve 
pendant soixante minutes au minimum. 

Les anticorps tuberculeux, qui traduisent la réaction de 
lorganisme & l’anligéne complexe formé par les protéines 
bacillaires — unis d’une fagon d’ailleurs assez labile aux lipides - 
doués de la, propriété spécifique — réagissent 2m vztro non seu- 
lement avec les lipoides du bacille de Koch libres ou liés aux 
corps bacillaires, mais aussi avec les lipoides d’autres microbes, 
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tels que le bacille diphtérique et le bacille de la lépre, et peut- 
étre avec les lipoides d’organes tels que ceux du cceur de beuf 
ou de vobaye. 

C'est ce que A. Boquet et L. Négre ont mis en évidence en 
démontrant que, in vivo, les extraits méthyliques de bacilles 
diphtériques ont le méme pouvoir antigénique que les exlraits 
méthyliques du bacille de Koch et que les extraits d’un bacille 
paratuberculeux (fléole) ont un pouvoir antigénique sensible- 
ment inférieur. De méme, zn vitro, les extraits méthyliques du 
bacille humain et bovin ont le méme pouvoir antigénique que 
les extraits méthyliques du bacille diphtérique, alors que les 
extraits de bacilles aviaires et de baciJles paratuberculeux ont 
un pouvoir antigénique médiocre et les extraits du cryptocoque 
de Rivolta ou du pneumocoque, une activité faible ou nulle. 

Ces recherches ont été reproduites et étendues par Urbain [37], 
quia obtenu des résultats analogues avec les anligénes com- 
plets de différents microbes cultivés dans le bouillon a l’euf et 
émulsionnés comme l’antigéne tuberculeux de Besredka; elles 
ont été confirmées par Witebsky et Krah [38] qui, par l’épreuve 
de l’adsorption, ont réussi a déceler des récepteurs spécifiques 
a cété de récepteurs communs pour le bacille diphtérique et le 
bacille de Koch dans le sérum antidiphtérique, et exclusivement 
des récepteurs communs dans les sérums antituberculeux. 

La présence de récepteurs communs aux bacilles diphtériques 
et aux bacilles acido-résistants dans les antigénes tuberculeux 
diminue apparemment la valeur diagnostique de la fixation du 
complément pour la tuberculose; mais, si on tient compte du 
fait que la présence d’anticorps tuberculeux lipoidiques est 
expression d’une assez longue persistance des lipoides bacil- 
Jaires libres ou combinés dans l’organisme, tandis que 1 'infec- 
tion diphtérique est, dans la plupart des cas, aigué, on com- 
prendra que, pratiquement, l’infection diphtérique ne peut étre 
une cause d’erreur dans la réaction. Par contre, la lépre, en 
raison de la stabilité du bacille de Hansen dans |’organisme, 
risquera toujours de donner de fausses réactions positives. 

On a beaucoup insisté sur les fausses réactions entre les 
sérums de syphililiques et les antigenes tuberculeux. Mais les 
perfectionnements apportés au cours de ces derniéres années 
dans la préparation de ces derniéres substances ont permis, 
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sinon d’éviter cette cause d’erreur, au moins d’em réduire: con- 
sidérablement l’importance (5.4 6 p. 100 de réactions positives 
avec les sérums syphilitiques et l’antiggne de Wilebsky, Klin- 
genstein et Kuhn). 

Expérimentalement, les anticorps tuberculeux réagissent 
spécifiquement avec les lipoides du bacille de Koch, et les anti- 
corps lipoidiques des organes des mammiféres ne réagissent 
pas avec les lipoides tuberculeux ; mais si on change |’état phy- 
sique des lipoides par des artifices divers, comme nous |’avons 
montré dans la premiére partie de cette étude, on obtient des 
anticorps communs aux antigénes lipoidiques des bactéries et 
des organes de mammiféres. Par conséquent, si l’expévience est 
valable pour l’interprétation des observations climiques, nous 
devons pouvoir attribuer la cause des fausses réactions tuber- 
culeuses des syphilitiques 4 une modification physique anormale 
des lipoides de l’organisme. D’ores et déji, nous sommes en 
droit d'affirmer que cette modification anormale, facile a 
reproduire expérimentalement, est exceptionnelle dans la 
maladie naturelle. 

On a reproché a la réaction de fixation d‘étre positive avec 
des sérums d’enfants ou d’adultes' en apparence sains, mais 
l'analyse des faits a montré que la présence du virus tubercu- 
leux était.la cause réelle de ces réaclions positives. En effet, on 
connait la fréquence de l infection bacillaire des enfants sans 
lésions cliniques appréciables des organes et on inclime & con- 
sidérer la positivité de la réaction de fixation comme le premier 
signe de l’infection tubereuleuse (Hilgers [39}). 

Une confirmation de cette hypothése a é1é fournie par la fré- 
quence des réactions positives chez les infirmiéres des hépitaux 
et parmi les membres des familles de tuberculeux, les uns et 
les autres n’ayant alors aucun signe clinique et radiologique de 
tuberculose, mais devenant suspects de tuberculose aprés un 
temps plus ou moins long (Ogden [40)). 

D’ailleurs, la présence d'une réaction positive chez les adultes 
ne signifie pas nécessairement que la maladic est en évolution, 
car on sait que les anticorps tuberculeux peuvent persister 
aprés la guérison (Boquet et Negre [41]), et l’observation radio- 
logique a décelé, dams ces cas, des reliquats spécifiques évidents. 

Les anticorps tuberculeux réagissent surtout avec l’antigéne 


ACTIVATION DE L'ANTIGENE METHYLIQUE 523 


homologue, soit sous forme de lipoides, soit sous forme de 
lipoprotéides, mais ils donnent des pseudo-réactions par adsor- 
ption avec d’autres produits dérivés du bacille de Koch (tuber- 
culine brute) et de diverses bactéries, et méme avec les produits 
de clivage des protéines animales. Cette propriété aspécifique 
que l’on constate in vitro peut aussi se manifester in viva ; elle 
_explique les variations du titre des anticorps aw cours de la 
maladie, lear disparition dans la phase terminale de la tuber- 
culose et leur diminution ou leur disparition temporaire sous 
Vinfluence d’injections de doses inframortelles de tuberculine 


(Gualdi |42)). 


* 


* . 


La valeur de la fixation du complément pour la tuberculose 
dépend par conséquent de la technique et surtout de la pureté, 
de la spécificité et de la sensibilité de l’antigéne employé. 

Aprés qu'on eut reconnu que les corps bacillaires vivants ou 
morts sont de trés mauvais antigénes, que la tuberculine brute 
répond d’une facon inconstante em donnant, selon Sachs, des 
pseudo-réactions, et que la tuberculine purifiée n’est pas anti- 
géne selon Calmette, les chercheurs se sont appliqués 4 préparer 
des amtigénes sous la forme d’extrails bacillaires tels que V’extrait 
peptoné B, de Calmette et Massol {43}, l'antigene a l’euf de 
Besredka [44] et Fantigéne de Petrol) [45]. Ces antigénes, et 
surtout celui de Besredka, ont été largement employés. 

Un granil progrés a été réalisé avec la préparation de l’anti- 
gene méthylique de Boquet et Néegre (1920), parce que le pou- 
voir fixateur de cet antigéne est da exclusivement aux lipides 
ou. aux glycophospho-lipides qui s’y trouvent & l'état de pureté. 

Les antigénes de Klopstock et Neuberg (1926 [46]) et de 
Witebsky, Klingenstein et Kuhn (1934 [47]) sont pareillement 
des extraits lipoidiques trés purifiés. 

Etant données les propriétés particuligres des anticorps 
tuberculeux de réagir lentement avec les antigénes et la faible 
quantité d’anticorps que l’on trouve dans la tuberculose natu- 
relle, on a cherché & augmenter l’activité et, parallélement, la 
sensibilité des antigénes sans altérer eur spécificité. 

Le premier essai dans ce sens a été fait par Wassermann | 48| 
qui tenta d’activer les extraits & la tétraline de bacilles de 
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Koch par la lécithine. Cet antigéne, qui, selon lauteur, offre 
l’avantage de ne pas fixer les anlicorps syphilitiques, donne 
cependant beaucoup de réactions non spécifiques, d’aprés Sil- 
berstein | 49]. 

Klopstock et Neuberg ont augmenté les propriétés fixatrices 
de leur antigéne par de petites quantilés de cires bacillaires qui, 
par elles mémes, ne réagissent pas avec les anticorps. 

Witebsky, Klingenstein et Kuhn ont ajouté a des extrails 
benzoliques purifiés de bacilles de Koch de petites quantités de 
lécithine, laquelle aurait la propriété d’augmenter la sensibilité 
de l’antigéne et de favoriser la réaction entre l’antigéne et 
Vanticorps. 

L’anligéne de Klopstock et Neuberg, et surtout celui de 
Witebsky, Klingenstein et Kuhn ont été largement expéri- 
mentés et ont donné des résultats satisfaisants. 


EmpeLol DE L’ACIDE PHENIQUE POUR ACTIVER L’ANTIGENE METHYLIQUE. 
— Différentes substances de la série cyclique, mais surtout 
Yacide phénique en solution dans l’alcool éthylique 4 2 p. 100 
« phénol-alcool », et dilué au 1/6 ou 1/8, sont capables de fixer 
Valexine avec le sérum des syphilitiques. En employant une 
technique particuliére (sérums non chauffés, globules de veau 
et d’hémolysines antiveau), on obtient dans la syphilis secon- 
daire et tertiaire des résultats comparables & ceux que four- 
nissent les extraits alcooliques ordinaires dans la réaction de 
Wassermann, comme nous l’avons prouvé avec Molinari [50] et 
comme les recherches de Gross [51], Giudiceandra [52] et Lan- 
teri [53] lont confirmé. 

Sachs et Sollazzo [54|, en vue d'expliquer l’action spécifique 
du phénol-alcool sur les sérums syphilitiques, ont démontré, 
d'une part, que ce mélange réagit trés bien avec les anlicorps 
lipoidiques ubiquitaires et pas du tout avec les anticorps hété- 
rogénétiques de Forssmann; d’autre part, qu’une solution de 
phénol-alcool, méme trés étendue, active in vitro soit les 
lipoides ubiquitaires, soit les lipoides hétérogénétiques libres. 
C'est pourquoi Sachs et Sollazzo ont conclu que dans la fixa- 
tion du complément avec les sérums syphilitiques ou avec les 
anticorps lipoidiques ubiquitaires, le phénol-alcool ne joue pas 
le rdle d'un antigéne vrai, mais qu'il a seulement la fonction 
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d’activer les lipoides contenus sous la forme de mélanges lipo- 
protéidiques dans les antisérums (homme, lapin) el qui seraient, 
eux, les vrais antigénes. 

Il ne semble pas que cette explication, conforme & Pinterpré- 
tation immunitaire de Sachs pour la réaction de Wassermann, 
soit satisfaisante, parce que, dans la réaction de fixation, on 
emploie, d’une part, un sérum qui contient des lipoides ubi- 
quitaires (homme ou lapin) et, d’autre part, un sérum qui 
contient les lipoides de Forssmann (alexine du cobaye). Si le 
phénol-alcool avait le pouvoir d’activer les lipoides libres 
hélérogénéliques ou ubiquitaires, comme Sachs et son école 
Yont démontré, il devrait activer toujours aussi les lipoides 
combinés du sérum de cobaye et, par conséquent, donner une 
réaction de fixation positive non seulement avec les anticorps 
ubiquitaires (Sachs et Sollazzo), mais encore avec les anticorps 
hétérogénétiques. 

L’action de lacide phénique ou du phénol-alcool parait 
sexercer aussi bien sur les lipoides que sur les protéines, et 
effet différe quantitativement en raison de l’affinilé qu'il a 
pour les uns et pour les autres. 

L’affinité de l'acide phénique pour les protéines est faible et 
son union est assez labile ; pour les lipoides, l’affinité est puis- 
sante et l’union stable. C’est ce qu’ont démontré les auteurs 
qui ont employé l’acide phénique soit comme antigéne, soit 
comme activateur des lipoides en usage dans la réaction de 
Wassermann. 

Dans le premier vas, l’hémolyse est inhibée lors de la lec- 
ture de la réaction pour les sérums syphilitiques, mais elle ne 
tarde pas & devenir complete ou presque, parce que le complexe 
« protéine syphilitique + acide phénique » est faible et labile 
(Lanteri); au contraire, quand on emploie l'acide phénique 
pour activer les extrails alcooliques antigenes, on observe, 
pour les sérums syphilitiques, un pourcentage de cas positifs 
supérieur A celui qu’on obtient avec le méme extrait alcoolique 
seul. Mais il ne se produit, dans ces cas, aucune hémolyse 
tardive (Dreyfuss [55], Sollazzo [56]. de Gaetani [57], Nico- 
letti [58], Blumemberg [59}), ce qui démontre que lacide phé- 
nique a formé une union stable avec l'antigéne, c’vst-a-dire 
avec les lipoides. 
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Cette affinité de l’acide phénique pour les lipoides, dont il 
augmente le pouvoir antigénique, permet des applications pra- 
tiques. Sachs et Sollazzo, Dreyfuss, Sollazzo lont utilisée pour 
déceler de minimes quantités de lipoides en présence d’une 
dose suffisante d’anticorps spécifiques, et Klingenstein [60| 
pour mettre en évidence de minimes quantités d’anticorps 
lipoidiques en présence d'une dose suffisante d’antigéne lipoi- 
dique. 

Dans ces phénoménes d’activation, il faut retenir que l’acide 
phénique ne change pas les propriétés antigéniques des sub- 
stances auxquelles on le mélange : si l’anligéne est spécifique, 
il augmente sa sensibilité sans modifier sa spécificité ; s'il n’est 
pas spécifique, sa sensibilité augmente et, aussi, sa non-spéci- 
ficité. C’est ce qu’ont démontré les recherches de Dreyfuss. 


* 


x 


Tenant comple de la grande spécificité de l’antigéne tubercu- 
leux méthylique, des propriétés de l’acide phénique et du fait 
que les anticorps tuberculeux dans Ja tuberculose naturelle 
sont généralement peu abondants et que leur affinité pour 
Vantigéne est faible et lente, nous avons essayé de renforcer 
action antigénique des lipoides bacillaires par acide phénique 
sous la forme de phénol-alcool (61). 

Dans ce dessein, le phénol-alcool, c’est-a-dire la solution- 
mére a 2 p. 100 d’acide phénique dans lalcool éthylique 3 96°, 
a été dilué au 1/10, et méme au 1/20, avec de leau physiolo- 
gique. 

L’antigéne méthylique était dilué au titre habituel (en général 
a 1/20) dans de l'eau physiologique phénolée et dans de l’eau 
physiologique ordinaire pour comparer les résultats du point 
de vue de la sensibilité et de la spécificité. 

Nous avons recherché et titré Jes anticorps tuberculeux dans 
les sérums de 28 animaux préparés (lapims et chevaux), dans 
150 sérums humains, dont 20 provenaient de tuberculeux 
avérés et 15 de syphilitigues & Wassermann trés positif et 
dans le sérum de 3 babouins inoculés avec du BCG. 

Avant d’exposer les résultats obtenus, nous devons faire 
quelques remarques sur la technique. 
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Nous avons adopté la méthode des doses croissantes d’alexine 
selon Calmette et Massol qui, d’aprés notre expérience, permet 
seule d’éviter les faux résultats. La valeur de cette technique, 
comme aussi de celle de Besredka, ne tient pas seulement aux 
petites quantités d’alexine titrée qu’on utilise et a l'éventualité 
d’un diagnostic d’autant plus stir que le nombre d’unités 
d’alexine fixées est plus grand, mais aussi & l'emploi d’une 
quantité assez forte dhémolysine (jamais moins de 10 unités 
hémolytiques pour une dose d’alexine), qui permet d’éviter les 
fausses réaclions positives. 

Les nombreuses expériences que nous avons effectuées avec 
des sérums de lapins et de chevaux préparés nous ont, en effet, 
convaincu qu’on obtient des fausses réactions (fixation d’une 
a deux doses d’alexine) quand on emploie 6 4 8 unités hémoly- 
‘tiques titrées vis-a-vis de deux doses d’alexine. C’est pour cette 
raison que tout sérum hémolytique anti-movton titrant moins 
de 1.000 unités (vis-a-vis de 0 c.c.5 d’une dilution d’alexine au 
1/15) doit étre écarté. 

Nos sérums hémolyltiques étaient actifs au 1/1.500 jusqu’au 
4/2.000 pour 0c. c. 5 dune dilution d’alexine au 1/15 et ces 
sérums ont toujours élé employés a la dose de I goutte. 

Pour titrer l’alexine, on dispose six tubes dans lesquels on 
introduit 0 c. c. 1 d’alexine diluée a 1 : 30; 1: 24; 1 : 20; 
1:15;4:12et1: 10. Onajoute partout 1 c.c.9 d'eau physio- 
logique et, avec une fine pipette, I goutte d’hémolysine anti- 
mouton et I goutle de globules de mouton lavés trois fois et 
dilués en parties égales avec de J’eau physiologique. On lit les 
résultats aprés trente minutes 4 37°. Le titre de l’alexine est 
donné par le tube ot l’hémolyse est complete. Pour les sérums 
des cobayes saignés le méme jour, le titre est, en général, de 
0c. c. 1 de la dilution 81/15 ou 4 1/20. 

On sait que l’antigéne méthylique au 1/20 a un pouvoir anti- 
complémentaire (une a deux doses d’alexine) qui disparait en 
présence méme de trés petites quantités de sérum chauffé 
humain ou de n'importe quel mammifére, comme Contini [62] 
l’a soigneusement précisé. Partant, la dose de 0c. c. 2 de 
sérum humain chauffé a 55° qu’on emploie détruit strement 
le pouvoir anticomplémentaire de l’antigeéne méthylique, 
méme lorsqu’il a été augmenté par l’addition de phénol-alcool. 
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Les résultats de la fixation du complément avec l'antigéne 
méthylique dilué dans l’eau physiologique ou dans l'eau phé- 
nolée ont été les suivants : 

La solution phénolée au 1/10 renforce au minimum deux a 
trois fois le pouvoir de l’antigéne si celui-ci est utilisé aussilét 
aprés la préparation ; cing et méme six fois si on attend une 
demi-heure ou une heure. Avec la solution phénolée au 1/20 
l'augmentation dans les mémes conditions est un peu pins 
file (deux fois et quatre fois). 

Cette activation permet de déceler les anticorps tubercu- 
leux dans les sérums pauvres en anticorps; elle permet aussi 
l'emploi de petites quantités d'antisérum. 

Un exemple du premier type est donné par le sérum de 
3 babouins qui avaient regu trois & huit mois auparavant 
0 milligr. 2 de BCG par voie veineuse. Vis-a-vis de l’antigéne 
méthylique dilué dans l’eau physiologique, un de ces sérums 
n’a pas montré d’anticorps, le deuxiéme a fixé 2 doses d’ale- 
xine, le troisitme 4 doses ; les mémes sérums ont fixé avec 
lantigéne méthylique dilué dans la solution physiologique 
phénolée et employée aussit6t aprés la préparation : respective- 
ment 2 doses, 5 doses et 10 doses. 

Un exemple de lutililé de l’antigéne activé pour titrer les 
anticorps dans de petiles quantités de sérum ressort du dosage 
du sérum d'un lapin [44] préparé par des injections d’antigéne 
méthylique mélangé a du sérum de pore. 

La réaction de fixation avec l'antigene méthylique dilué a 
1/20 dans l’eau physiologique a donne : 


Bourn Ouencand anitSG runic cee eee 42 doses d’alexine. 
Pour 0c. ce.05cdlantiseruni eee 6 doses dalexine. 
Pourz0rcnc 02s savanisehu rita is entn Pas de fixation. 


Avec l’antigéne dilué dans le phénol-aleool & 1/10, on a 
obtenu : 
AVG One Cradle deanurse ln Ulalie nmr oueensncun nea 24 doses d'alexine. 


Avec 0.cuc, 95) da antiserumane ne een eee 16 doses d'alexine. 
AVEC .0%G1G2) O25 damlisenuinnin meme 10 doses d’alexine. 
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Avec l’antigéne dilué dans le phénol-alcool & 1/20, on a 
obtenu : 


INVECHORCECHMUC antSGLUN ar eem ni cunntas 4 20 doses d’alexine. 
INGES ) Cys US GMS SS Ge are 12 doses d’alexine. 
AVEC Once) U25.dlantiserumin .'4 5.0 os 6 doses d’alexine. 


Ceci prouve que, tandis que le pouvoir antigéne baisse: trés 
rapidement en présence de petites doses de sérum, il diminue 
trés lentement dans les mémes conditions si l’antigéne méthy- 
lique est dilué dans le phénol-alcool. 

L’emploi de petites quantités de sérum n’est pas a conseiller 
pour se mettre a l’abri des fausses réactions dues au pouvoir 
anticomplémentaire de l’antigeéne méthylique activé, si les 
sérums conliennent moins de 30 unités alexiyues par centi- 
métre cube. La dose qui convient est de 0 c.c. 2. 

Bien que le nombre de sérums humains expérimentés ne 
soit pas trés élevé, nous avons cependant constaté gue les 
sérums des syphililiques & Wassermann trés positif ne réa- 
gissent pas avec l’antigéne méthylique phénolé. Sur 15 de ces 
sérums, 2 ont fixé 4 ou 5 doses d’alexine respectivement, mais 
les individus dont ils provenaient présenlaient en méme temps 
des signes cliniques de tuberculose. Aucun des aulres sérums 
n’a donné la moindre fixalion pour 2 doses d’alexine. 

Sur 20 sérums de tuberculeux avérés, que nous devons & 
lobligeance de M. Coulaud, 3 seulement n’ont pas fixé 2 doses 
d’alexine avec de l’antigéne activé, contre 5 négatifs avec 
lantigene méthylique ordinaire. 

Nous n’ayons retenu comme positives que les fixalions de 
2 doses d’alexine au moins en présence de 0 c.c. 2 de sérum 
et d’une goutte d’hémolysine titrant au minimum 1.000 unilés 
avec 0c.c. 3 d’alexine a 1/15. 

Les quantités par nous employées correspondent a 4 p. 100 
et respectivement 2 p. 100 d’acide phénique dans l’antigéne 
méthylique pur. Mais des quantités plus faibles (acide phénique 

a1 p. 100 et 0,5 p. 100, ou phénoi 4 0,25 p. 100 et résorcine a 
0,25 p. 100) employées par Gualdi [63] et Auguste [64], donnent 
une augmentation de la sensibilité suffisante pour le dépistage 
de la tuberculose, sans diminuer la spécificité. 

Gualdi, sur 86 sérums de tuberculeux atteints de différentes 
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formes, a obtenu 51 résultats posilifs avec l'antigéne mélhy- 
lique ordinaire et 72 avec l’antigéne méthylique activé. Augusle 
a constaté un quart d’augmentation des résultats positifs 
sur 165 sérums de tuberculeux atteints de lésions diverses. Le 
dosage des anticorps a montré & Auguste que l’antigéne méthy- 
lique activé par le phénol + résorcine & 0,5 p. 100 augmente 
dans la proportion de 40 p. 100 les unités alexiques fixées. 

Gualdi et Auguste ont également confirmé que la spécificité 
de l’antigene méthylique activé reste intacte. 


Conclusions. 


La fonction antigéne zm vivo des lipoides du bacille de Koch 
— sous la forme d’antigéne méthylique de Boquet et Négre — 
peut étre faiblement augmentée par l’addition de substances 
chimiques telles que l’acide phénique et, mieux encore, par 
union préalable de ces lipoides au sérum de cheval ou de pore. 

Elle est beaucoup plus nettement activée quand on mélange 
préalablement l’antigéne avec certaines protéines bactériennes 
(bacilles de Koch tués et dégraissés; B. cole tués et surtout 
avec des microbes vivants tels que le B. co/2). 

Dans les phénoménes d’activation zn vivo de lautigéene 
méthylique et dans la reconstitution de la fonction antigéne 
an vivo des hapténes lipoidiques, la qualité, la quantité de 
I’ « entraineur » et le temps de contact im vitro entre la pro- 
téine et le hapténe d’une part, l’état physique du lipoide d’autre 
part, ont une grande importance. 

L’union d’un hapténe lipoidique & la protéine réduit sensi- 
blement le pouvoir antigéne de la protéine in vitro et in vivo 
sans en modifier la spécificité; elle augmente et modifie le 
pouvoir toxique primaire de la protéine qui provoque alors, 
chez les animaux, des phénoménes comparables au choc ana- 
phylactique. 

L’antigéne méthylique est activé zn vitro par l’acide phé- 
nique pour la réaction de fixation du complément. Il en résulte 
une augmentation du pourcentage des réactions positives des 
sérums tuberculeux et une augmentation des doses d’alexine 
fixées. 


ACTIVATION DE L’ANTIGENE METHYLIQUE 331 


La spécificité de l'antiggne méthylique activé par Vacide 
phénique n’est pas modifiée. Les sérums de syphilitiques ne 
réagissent pas avec l’antigéne méthylique phénolé, & la condi- 
tion de ne retenir comme positives que les fixations dépassant 
deux doses d’alexine et d’employer une hémolysine anti-mouton 
titrant au moins 10 unités. 
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INFLUENCE DE QUELQUES BACTERIES 
ET CHAMPIGNONS ~ 
SUR LA CULTURE DE TRYPANOSOMIDES 


par J. COLAS-BELCOUR. 


(Laboratoire de Protistologie de [Institut Pasteur.) 


Novy et ses collaborateurs qui, les premiers, ont oblenu les 
cultures mixtes, puis les cultures pures de Leptomonas (Striqo- 
monas) fasciculata Novy, Mc Neal et Torrey, en utilisant la 
gélose au sang, ont considéré les bactéries comme le principal 
obstacle rencontré au cours de Jeurs recherches (1). 

Ils ont constaté que leur croissance étouffait celle du flagellé, 
ou agissait peut-étre indirectement, soit en modifiant la réaction 
du milieu, soit en y déversant des substances nuisibles, soit 
enfin en l’appauvrissant en oxygéne (2). 

Leurs cultures pures mixtes n’ont pu étre poursuivies pen- 
dant quelques mois qu’a& condition d’étre repiquées, une ou 
deux fois par semaine, afin d’éviter Ja diminution du nombre 
des flagellés et la prédominance des bactéries. 

Toutefois, ces auteurs, méme sur leur milieu extrémement 
favorable au développement bactérien, ont constaté que toutes 
les bactéries et levures ne présentaient pas un antagonisme 
aussi marqué vis-a-vis du flagellé et que parfois leur influence 
était nulle et « peut-étre méme apparemment favorable » (3). 
Depuis lors, la question n’a jamais été traitée en elle-méme, 
les auteurs se bornant & mentionner, pour les divers ‘Trypano- 
somides, l’influence néfaste des impuretés des cultures. 

Nos recherches nous ont montré que certaines bactéries et 
champignons peuvent avoir une action favorable sur le déve- 


(1) F. G. Novy, W. J. Mc Near et H. N. Torrey. Journ. of inf. diseases, 4 
1907, p. 223. 

(2) 1bid., p. 240. 

(3) lbid., p. 268, 
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loppement du flagellé en permettant sa culture sur un milieu 
par lui-méme insuffisant. 

Marguerite Lwoff (1) a montré, en effet, que Str. fasceculata 
est incapable de se multiplier en eau peptonée et qu'il faut, 
pour permettre la croissance de ce flagellé, ajouler au milieu 
une certaine quantité de sang, quantité extrémement minime 
évaluée & 1/20.000, si lon opere avec du sang défibriné de 
lapin a la température du Laboratoire (20-22° C.), on a 1/200 000 
avec du sang hémolysé & 28° C. (température trés proche de la 
température optima de culture); il faut noter, de plus, que le 
développement est proportionnel @ la quantité de sang intro- 
duite et que chaque flagellé a besoin, pour se diviser, de 
520.000 molécules d’hémine (2). 

La. contamination fertuite d’un tube dean peptonée ense- 
mencé avec Str. fasciculata et le riche développement flagellé 
qui s’ensuivit nous ont incitéa étudier |’action favorisante de la 
bactérie contaminatrice. ll s’agissait en l’occurrence d'un 
staphylocoque Gram-positif, donnant sur gélose-peplone des 
colonies arrondies, blanches et, dans les tubes d’eau peplonée 
ou.de bouillon une culture trouble qui, les jours suivants, pré- 
sentait un léger anneau en surface et un dépdt en culot. Ce 
germe attaquait saccharose, lévulose, glucose, galactose, mal- 
tose et lactose ; il liquéfiait nettement la gélatine. 

Des cultures en série furent alors instituées en ensemencant 
en eau peptonée d’arachide (3) une anse de la bactérie étudiée 
et. Il gouttes d'une émulsion de Sér. fasciculata, obtenue préala- 
blement en mélangeant trois anses de voile d’une culture jeune 
sur bouillon-sang dans 2 cent. cubes d’eau peptonée; cette dilu- 
tion. initiale avait pour but d’éviter introduction, dans nos 
milieux, de traces de sang provenant de la culture souche. Ces 
cultures pures mixtes présentérent au bout de quelques jours 
a+ 22° €. un voile épais de flagellés tandis que nos tubes 
témoins d’eau peptonée ensemencés avec le Strigomonas seul 
ne montrérent aucun développement appréciable. Chaque 
subculture fut obtenue par ensemencement de II gouttes de la 


(1) M: Lworr, Ces Annales, 44, 1933, p. 55. 

(2) A. Lworr. Centralblatt. f. Bakt. u. Paras., Originale, 120, 1934, p. 498. 

(3) Peptone pepsique d’arachide : 20 grammes; NaCl: 7 grammes; eau 
distillée : 1.000 grammes. Ajuster pH7,2. 
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culture précédente. Dans ces conditions, cette culture pure 
mixte flagellé-bactériea élé suivie jusqu’a la dixiéme subculture, 
terme auquel nous avons arrété cetle expérience; les derniéres 
subcultures furent aussi aisées & obtenir et aussi abondantes 
que les premiéres. La fréquence des repiquages, sur ce milieu, 
nest pas une condition essentielle de la conservation du 
flagellé. Nous avons constaté que, malgré l’abondance des 
bactéries au niveau de l’anneau formé & la surface du milieu, 
les flagellés sont encore bien vivants, méme dans des cultures 
de cinquante-deux jours; & cet age, elles nous ont redonné des 
subcultures aussi riches que Jes plus récentes. Exceptionnelle- 
ment, nous avons méme vu une culture du 7 mars laquelle, 
abandonnée a la température du Jaboratoire, était encore posi- 
tive et réensemencable le 22 juin, soit aprés cent sept jours. Le 
pu d'une de ces cullures mixtes dgées montrait une légére 
variation dans le sens de lalcalinité (»9H7,7 pour une culture 
de cinquante-deux jours). 

Nous avons recherché si d'autres cocci pouvaient influencer 
aussi favorablement les cultures de S¢tr. fasczculata et nous 
avons observé des résullats analogues avec diverses souches de 
staphylocoques ou de sarcines, souches de collection ou récem- 
ment isolées. C’est ainsi que nous avons obtenu avec le sta- 
phylocoque doré 5 subcultures, avec le staphylocoque blanc 
6 subcultures, avec le staphylocoque citrin 6 subcultures, et enfin 
avec une sarcine jaune 5 subcultures; nous aurions sans doute 
pu poursuivre ces passages. 

Nous avons continué cette étude en utilisant, au lieu de 
bactéries, VP Aspergillus niger (souche A. N. 345), puis deux 
levures, la levure souche Chambertin ct le Saccharomyces 
membrane faciens de Hansen, champignons provenant tous du 
Service des Fermentations de l'Institut Pasteur. 

Des tubes d'eau peptonée de pH 6,6 furent ensemencés avec 
des spores d’A. niger, puis avec IV gouttes d’une émulsion de 
Str. fasciculata (4 anses de voile d'une culture jeune de bouillon- 
sang + 5 cent. cubes d'eau peptonée). Aprés deux jours 4 une 
température de 22 4 25° C., les tubes montrérent en surface un 
mycélium blane qui, les jours suivants, se lransforma en un 
épais feutrage sporifére. Ce dernier, obstruant la surface du 
milieu, entrava le développement du flagellé aérophile. Toute- 
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fois, utilisant le mycélium qui s’était développé au fond des 
tubes, nous avons pu, une seule fois, obtenir une culture pro- 
fonde du champignon, laquelle, ensemencée avec Sér. fasci- 
culata, présenta un voile flagellé abondant et redonna une 
subculture positive; des témoins constitués comme précédem- 
ment restérent négatifs. 

Vu les difficultés d’oblenir en. série des cultures mixtes 
Aspergillus + Strigomonas, tout développement en surface du 
champignon amenant |’arrét de nos expériences, nous avons 
dés lors utilisé les levures, organismes qui coexistent fréquem- 
ment dans le tube digestif des moustiques avec Str. fasciculata. 
Nous avons, comme précédemment, utilisé l'eau peptonée a 
pH6,6 dans nos premiéres cultures et & pH7,2 pour les sui- 
vantes, ayant reconnu que cette légére alcalinité n’entravait 
nullement la croissance de nos levures. A + 22° C, la levure 
Chambertin se développait sous forme d’un dépét abondant au 
fond des tubes et d'un léger anneau a la surface du milieu. Au 
contraire de la précédente, la culture de S. memédranefaciens se 
présentait sous l’aspect d’un voile épais, chagriné et sec; rela- 
tivement fragile, il se fissurait lors des examens et de nom- 
breux fragments s’accumulaient au fond des tubes. Ensemen- 
cées avec Str. fasciculata, dans les mémes conditions que 
Vavait été précédemment | Aspergillus niger, les levures ont 
permis un développement aussi abondant de ce flagellé que 
celui obtenu grace aux bactéries. Au trente-septi¢me jour, le 
milieu était recouvert d’un épais voile de flagellés et de levures, 
ces derniéres étant surtout abondantes dans les cultures de 
S. membranefaciens. Conservées & partir du trente-septiéme 
jour & la température du laboratoire, ces cultures flagellé- 
levures se sont montrées positives jusqu’au soixante-seiziéme 
jour. Quatre subcultures ont été aisément obtenues, toutes 
aussi abondantes que les cultures initiales. 


* 
* * 


Il nous a semblé intéressant d’étudier comparativement 
l'effet de nos bactéries et levures sur un flagellé parahémo- 
trophe plus dégradé au point de vue parasitisme et dont les 
besoins de sang sont plus importants, Leptomonas ctenocephali. 
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Ce Leptomonas, dont la nutrition a été étudiée ces derniéres 
années par M. Lwoff, nécessite en effet pour son développement 
-& + 20° C. une dilution minima de sang de 1/1.000. 

A cet effet, des tubes d’eau peptonée de pH7,2 furent ense- 
mencés soit avec le staphylocoque gui nous avait servi dans 
nos premiers essais, soit avec les levures précitées et avec 
I gouttes d’une dilution de culture de L. ctenocephali (obtenue 
en émulsionnant 3 anses d’un voile de ce flagellé cultivé sur 
bouillon-sang dans 2 cent. cubes d’eau peplonée). Des témoins 
furent constitués par des tubes d’eau peptonée addilionnés ou 
non de sang et ensemencés également avec L. ctenocephali. 
Conservés & + 22°, tous ces ensemencements furent négatifs et 
seuls les tubes eau peptonée-sang donnérent une culture du 
flagellé. Bactéries et levures ne peuvent donc point suppléer 
au role du sang dans les cultures de L. ctenocephali. 

Il faut noter que, méme sur des milieux peptonés additionnés 
de sang, L. ctenocephali a un comportement différent en pré- 
sence des bactéries et levures étudiées ; le staphylocoque inhiba 
nettement sur ces milieux le développement du flagellé, les 
levures indifférentes permirent une culture semblable a celle 
des tubes témoins. Ces derniers résultats sont & rapprocher 
d’une observation déja faite par A. Laveran (1) sur une culture 
de Leishmania donovani en milieu au sang contaminée par un 
champignon et ot cetle souillure n’apporta aucun trouble au 
développement du flagellé. Staphylocoques et levures, bien 
qu’incapables tous deux de suppléer au besoin de sang de 
L. ctenocephali, se distinguent l'un de l'autre par leur toxicité 
ou non-toxicité vis-a-vis de cet organisme. 


* 
¥ ¥ 


Ces différents faits observés, on peut se demander quel est 
le facteur inlimement lié a la présence des bactéries et levures, 
permettant a Str. fasciculata de se développer dans des milieux 
dépourvus de sang et incapable de jouer le méme role a l’égard 


de L. ctenocephalt. 
D’aprés M. Lwoff (2), la protohémine est la substance spéci- 


(1) A. Laveran. Bull. Soc. Path. exot., 8, 1925, p. 429. 
(2) M. Lworr, Ces Annales, 51, 1933, p. 707. 
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fique nécessaire & la croissance de Str. fasciculata et aucune 
autre hémine ne peut la remplacer. Si donc bactéries et levures 
permettent le développement de ce Strigomonas, on peut 
admettre qu’elles laissent diffuser, dans le milieu de culture, 
de la protohémine en quantité probablement assez faible, ce 
qui expliquerait que Str. fasciculata puisse se multiplier alors 
que L. ctenocephali, dont les besoins en hémine sont beancoup 
plus considérables, en est incapable. Ce fait ne serait point 
pour nous surprendre, Keilin (1) ayant montré que lous les 
organismes aérobies renferment de la protohémine. On sait, 
d'autre part, que certaines bactéries (les staphylocoques notam- 
ment) peuvent remplacer le facteur X du sang, c’est-a-dire 
Vhémine dans les cultures du bacille de Pfeiffer. M. Lwoff a 
noté le parallélisme existant entre divers organismes para- 
hémotrophes (bactéries et trypanosomides); on pouvait done 
s'attendre & ce que certaines bactéries puissent, pour des trypa- 
nosomides & faibles besoins en hémine, tels que Str. /asci- 
culata, comme pour les bacilles de Pfeiffer, jouer le rdle de 
« bactéries nourrices ». Nous avons moniré, de plus, que ce réle 
de nourrice peut étre joué vis-a-vis du flagellé en question par 
certaines levures et l'A. niger. 


* 
* & 


Dans la nature, le tube digestif des Culicides renferme de 
nombreuses bactéries et levures qui coexistent avec S. fascicu- 
lata. Il est donc permis de penser qu'il est parmi ces bactéries 
et levures quelques-unes susceptibles, dans le tube digestif de 
Pinsecte comme dans nos tubes de culture, de fournir au flagellé 
la protohémine qui lui est indispensable. Il faut remarquer, de 
plus, que les hétes du Sirtgomonas peuvent n’avoir a certaines 
périodes de l’existence, pendant l’hibernation par exemple, 
qu'une alimentation sanguine restreinte ou nulle, |’hémato- 
phagie obligatoire de ponte pouvant méme faire complatement 
défaut dans les races autogénes découvertes par E. Roubaud. 
Les flagelloses sont, malgré cela, trés abondantes, d’aprés Rou- 
baud, chez les moustiques au cours de hibernation. Nous 


(1) Ketin. Proceedings Royal Society (B), 98, 1925, p. 312; Ergebnisse der 
Enzymforschung, 2, 1933, p. 239 (cité par M. Lwoff, ces Annales, 51, 1933, p. 707). 
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avons d’ailleurs eu l'occasion d'étudier, avec cet auteur, une de 
ces flagelloses chez un Theobaldia annulata : les flagellés 
tapissaient toute la partie postérieure de l’inteslin moyen et 
remontaient dans les tubes de Malpighi dont ils obstruaient la 
lumiére. Le flagellé coexistait avec de nombreuses levures. 

De plus, les larves qui renferment les mémes flagellés que 
les adultes, ainsi que l’ont montré H. Noguchiet E. B. Tilden (1) 
par l'étude des propriétés fermentatives et immunologiques 
dle souches isolées dans I'un et l’autre cas, n'absorbent naturel- 
lement aucune alimentalion sanguine. La encore, bien que les 
ingestals (protozoaires, bactéries) contiennent de la proto- 
hémine, les bactéries du tube digestif peuvent jouer un rdle 
analogue vis-a-vis du flagellé. 


Résumé. 


4° Contrairement a l’opinion généralement admise que les 
bactéries sont une entrave aux cultures de Trypanosomides 
dinsectes, nous avons constaté que certaines bacléries (sta- 
phylocoques, sarcines) et certains champignons (Aspergillus 
niger et surtout levures) permettent le développement de 
Strigomonas fasciculata en milieu peptoné, dépourvu de sang 
et, par 18 méme, impropre & son développement. Ces bactéries 
et champignons jouent vis-a-vis du flagellé le réle de « bac- 
_téries nourrices » en subvenant & ses besoins, d’ailleurs res- 
treints, en prothoémine dont il ne peut faire lui-méme la syn- 
thése. IL est vraisemblable que semblables associations bac- 
téries-flagellé, levures-flagellé existent dans le tube digestif 
des insectes. 
2° Les bactéries et champignons en question ne peuvent 
jouer le méme role vis-a-vis de Leptomonas ctenocephalr dont 
les besoins en sang, c’est-’-dire en hémines, sont nolablement 
plus élevés. 


(1) H. Nocucur et E. B. Tupen. Journ.’of Exper, Med., 44, 1926, p. 319. Ces 
auteurs ont reconnu identiques des souches de flagellés isolés d’An. quadri- 
maculatus adultes d'une part, et de larves de Culex pipiens de l'autre. Ces 
flagellés furent rapportés par eux a l'Herpetomonas culicidarum qui, pour 
Ndller (1928), A. et M. Lwoff (1931), doit étre confondu avec Lepiomonas (Séri- 
gomonas) fasciculata. 


RECHERCHES SUR LE SERUM 
ET SA TEMPERATURE CRITIQUE 


(HUITIEME MEMOIRE.) 


POUVOIR EMULSIONNANT DU SERUM. « NOMBRE D’ETHER » 


par F. SEELIGH. 


(Institut Pasteur. Service de Biophysique moléculaire. ) 


Nous avons montré récemment (1) que le sérum de cheval 
est capable de former avec de l’éther une sorte de gel transpa- 
rent et visqueux, & condition que l'addition d’éther se fasse par 
petites quantilés et que le vase soit conlinuellement et énergi- 
quement secoué. 

Dans ce cas, on peut observer un point de saturation bien 
défini permettant des mesures quantitalives. Nous avons dit 
que la quantité d’éther pouvant étre « fixée » était de 7 cent. 
cubes pour 1 cent. cube de sérum de cheval normal et non 


x 


chauffé, et que le chauffage & 57° pendant dix minutes rédui- 
sait cette quantité & environ 4,6 c. c., valeur minimum qui ne 
change plus si on chauffe & des lempératures plus élevées (2). 

Considérant que les molécules complexes lipo-protéidiques 
du sérum sont polaires, nous avons proposé, pour expliquer le 
phénoméne de fixation d’éther, une hypothése de travail, qui 
suppose une orientation de ces complexes au repos et une 
adsorption de |’éther aprés désorientation et libération des 
poles par suite de l’agilation. 

Poursuivant ces expériences, nous avons observé que les 
solutions aqueuses d’oléate, de glycocholate de soude et 
d'autres substances sont également capables de former un gel 
avec l’éther et posstdent aussi un point de saturation bien 
défini et reproduisible. La quantité d’éther pouvant étre émul- 


(1) C. R. Soc. de Biol., 140, p. 794. 

(2) On ne peut pas étudier un sérum chauffé pendant dix minutes a une 
température au-dessus de 64°, le gel étant trop visqueux pour permelttre une 
agitation efficace. 
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sionnée dépend du volume et de la concentration de ces solu- 
tions. Ce qu’on mesure est le pouvoir émulsionnant qui com- 
prend la fonction de dispersion et de protection (comme il s’agit 
d’émulsions instables, le pouvoir protecteur ne joue pas le réle 
principal). Pour désigner quantitativement ce pouvoir émul- 
sionnant, nous proposons de nommer « nombre d’éther » la 
quantité d’éther en centimétres cubes pouvant étre émul- 
sionnée ou fixée par 1 cent. cube d’une solution donnée. 

Bien que le sérum forme un gel parfaitement limpide et ne 
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présentant pas l’aspect classique d’une émulsion, il n'y a pas 
de doute qu'il ne s’agisse, comme dans le cas des autres sub- 
stances, de la formation d’une émulsion d’éther. 

On peut se demander si, dans le cas d'une émulsification, on 
peut atteindre un point de saturation bien défini; lagitation 
et addition d’éther ne se faisant pas strictement de la méme 
maniére au cours des différents essais. Les observations de 
Briggs et Schmidt (1) nous montrent que, dans le cas d'une 
émulsion de benzene dans une solution définie d’oléate de 
soude, la quantité de benzéne pouvant étre émulsionnée pré- 
sente un maximum qui ne change plus aprés un certain temps 


d’agitation (fig. 1). 


(1) Journ. Physic. Chem., 19, p. 478, 1915. 
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Ces expériences, qui portent cependant sur des émulsions 
stables, sont loin de donner des résultats aussi exacts que les 
notres, mais elles démontrent l’existence d’un point de satu- 
ration. 

Puisqu’il s'agit d’émulsion, ce serait donc le pouvoir émul- 
sionnant du sérum qui subirait un changement au cours du 
chauffage a une température au-dessus de 55°. Malheureuse- 
ment, on ne connait pas encore tous les facteurs qui déter- 
minent le pouvoir émulsionnant d’un corps. Evidemment, une 
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telle substance doit s’adsorber aux interfaces en diminuant la 
tension interfaciale. Cette qualité parait dépendre de la présence 
des groupements hydrophiles et hydrophobes, c’est-a-dire de la 
structure chimique (les poudres insolubles agissant comme 
émulsionnants doivent étre mouillables par les deux liquides). 

Les travaux de M. Lecomte du Noiiy sur les altérations des 
protéines du sérum apres chauffage & la température critique 
prouvent qu'il n'y a pas de changement dans 1’état de disper- 
sion des protéines. Ce n’est donc pas la diminution du nombre 
de molécules adsorbables qui proyoque la diminution du pou- 
voir 6mulsionnant, ce n’est pas non plus un changement de la 
viscosité, lequel apparait seulement apres un chauffage & 57°. Il 
s'agit probablement d’une altération chimique ayant pour con- 
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séquence le changement de l’aftinité des complexes lipo-pro- 
téiques pour l'eau et pour |’éther. Des travaux plus récents 
paraissent conlirmer cette derniére hypothése. 

On sait que loléate de soude et les sels biliaires jouissent 
également de la propriété démulsionner |’éther. Nous nous 
sommes demandé quelles relations quantitatives existaient 
entre le pouvoir émulsionnant et Ja concentration. La figure 2 
qui exprime le résultat d’une série d’expériences montre la 
variation du « nombre d’éther » d’une solution aqueuse d’oléate 
de soude purifié en fonction de la concentration. 


Fig. 3 
410 


cc. déther 


Q2 a4 06 “08 4.0 42 14 1.6 18 2.0 
Mg Na-Glycocholate par cc. deau 


La quantité d’éther pouvant étre émulsionnée dans 1 cent. 
cube d’une telle solution fraichement préparée dépend directe- 
ment de la quantité d’oléate de soude: 1 milligramme dans 
1 cent. cube d’eau émulsionne deux fois plus d’éther que 
0 milligr. 5. La courbe obtenue au moyen d’une solution de 
glycocholate de soude est différente : la ligne droite exprimant 
la proportionnalité n’apparait que pour des concentrations supé- 
rieures 3 0 milligr. 5 par 1 cent. cube d’eau; de plus, le rap- 
port de proportionnalité n’est plus Je méme, ainsi qu’on s’en 
rend aisément compte par la figure 3. 

Cette différence entre les deux substances devient pius nette 
si l’on ne compare plus le nombre d’éther de solutions de 
concentrations différentes, mais le pouvoir émulsionnant d’une 
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quantité donnée de ces substances en fonction dela quantité d’eau. 
Nous avons pris comme hase une quantilé égale & 2 milli- 
srammes dissoute dans 1, 2, 3 et 4 cent. cubes d'eau. Le 
résultat des expériences est donné dans la figure 4. 
On voit que la dilution d’une solution de 2 milligrammes 
d’oléate de soude par centimétre cube n’a pas d’influence sur 
le nombre d’éther, tandis que dans le cas du glycocholate de 


Fig. 4. 
20 y 


hs 
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Ey 
x) 
4s} Na-Oléate 
G 
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8 
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1 y 3 4 


cc. deau, ajoutés 4 1cc. de Solution-mére, 
contenant 0,002g de Substance 


soude la quantité émulsionnée augmente considérablement avec 
la dilution. 

On ne pergoit pas clairement la cause de ces différences spé- 
cifiques. Comme il s’agit d’émulsions instables, on ne peut 
mesurer le diamétre des gouttelettes ni calculer la surface 
d'adsorption. Mais, pour qu’une substance agisse comme émul- 
sionnant, elle doit étre adsorbée & l’interface des deux liquides 
dont elle assure l’émulsification. De sa structure physico- 
chimique — celle-ci étant la cause de cette adsorption et de la 
quantité pouvant étre adsorbée — doit dépendre son activité 
émulsionnante. Si les différences observées sont dues & une 
différence de ces facteurs, on doit trouver des différences ana- 
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logues en mesurant la tension interfaciale qui s’établit entre 
les deux liquides. 

Nous nous sommes proposé de mesurer cette derniére, dans 
les conditions de nos mesures du pouvoir émulsionnant. 

Nous avons employé le tensiométre interfacial L. du Noity 
qui nous a permis de mesurer la tension statique. En nous 
plagant identiquement dans les mémes condilions {volume de 
surface 
volume 
dans le cas d’une solution d’oléate de soude contenant 2 milli- 
grammes par centimétre cube, au bout de trente minutes, une 
valeur de la tension interfaciale statique de 5,1 dynes. Si la 
concentration en oléate est ramenée a 1 milligramme par cen- 
timétre cube, on obtient, 6,8 dynes. Dans le cas des solutions 
analogues de glycocholate de soude, mesurées dans les mémes 
conditions, on n observe pas de différences dans la valeur de la 
tension interfaciale correspondant aux Geux concentrations. 
De méme, nous avons pu observer que la tension interfaciale 
entre l’éther et une solution d’oléale de soude contenant de 
1 4 2 milligrammes par centimétre cube présente des diffé- 
rences de sa valeur statique si l'on augmente, par simple 
augmentation du volume du liquide, la surface d’adsorption du 

urface 


s 
verre. Un tel changement en fonction du rapport STS avait 


été observé pour la premiére fois par Lecomte du Noiiy lors de 
ses travaux sur la tension superficielle des solutions colloidales. 
Une solution analogue de glycocholate de soude, mesurée dans 
les mémes conditions, ne montre pas de changement de la ten- 
sion interfaciale. Nous avons alors vérifié que les solutions 
aqueuses d’oléate de soude et de glycocholate de soude se com- 
portent différemment quant au changement de leur tension inter- 
faciale en fonction de Ja dilution et en fonction d’une variation 
de la surface d’adsorption et que ces différences se manifestent 
aux concentrations auxquelles nous observames celles qui carac- 
{érisaient le pouvoir émulsionnant de ces deux solutions. 


6 


liquide égal, rapport égal (1)], nous avons obtenu, 


(1) Lecomte du Noiiy a montré que la valeur de la tension superficielle 
dune solution de substance surface-active dépendait, entre autres, du rap- 
port de la surface totale du liquide a son volume total, et qu’a une concentra- 
tion donnée, on pouvait obtenir toutes les valeurs désirées de la tension 
superficielle, en faisant varier le rapport S/V. 
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On peut faire deux hypothéses pour expliquer ces fails : 

1° Une solution de 2 milligrammes de glycocholate de soude 
eomprend, pour la valeur donnée de la surface en cm* du 
liquide, un excés de molécules surface-actives, et une solution 
de 1 milligramme par centimétre cube en compte assez pour 
former une couche adsorbée ayant & peu prés le méme facteur 
d’abaissement. On se trouverait dans le cas signalé par Lecomte 
du Noiiy, ou la tension est sensiblement indépendante de la 
concentralion. 

On sait qu’une solution de substance surface-active fend vers 
un équilibre d’adsorption gouverné par la formule de Gibbs, et 
que la proportion de molécules adsorbées est d’autant plus grande 
que la concentration est plus faible. On ne sait pas encore dans 
quelle mesure un changement de la tension superficielle — et 
interfaciale — influe sur la quantité de liquide émulsionnable ; 
mais, comme nous avons observé que la dilution d'une solution 
donnée de glycocholate de soude peut avoir comme conséquence 
Yaugmentation de la quantité d’éther fixé ou, si l'on préfére, 
émulsionné, il nous semble logique de penser qu'il existe une 
relation entre la quantité d’éther fixé et le rapport du nombre 
des molécules adsorbées au nombre total de molécules dis- 
soutes, en fonction de la dilution. 

Une solution d’oléate de soude, dont le pouvoir émulsionnant 
ne change pas aprés addition d’eau, se comporle donc toujours 
comme une solution diluée et il semble que, dans les limites 
des concentrations que nous avons étudiées, la totalité des 
molécules soit adsorbée. 

Cette supposition expliquerait aussi le fait que, dans le cas 
d’une solution d’oléate de soude, on observe des différences de 
tension interfaciale en fonction de la concentration et du rap- 
port surface/ volume, tandis qu’une solution analogue de glyco- 
cholate de soude, par suite d’un excés de molécules surface- 
actives, ne montre pas de différence. 

2° Il se fait au cours de la dilution une désagrégation des 
eomplexes micellaires entrainant une augmentation du nombre 
de molécules surface-actives (1). 


(1) Des équilibres de dispersion dépendant de la concentration ont été plu- 
sieurs fois observés (voir Freundich, Kapillarchemie, 2, n° 352). 
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e . Ja 
Dans le cas du sérum de cheval, nous avons aussi observé 
une augmentation considérable de la quantité d’éther fixée si 


cc.dether 


z 4 er RS 4 


cc.deNormosal (ajoutés 4 1cé. de Serum) 


on ajoute de |’eau ou de la solution physiologique (fig. 5). 
D’autre part, la tension interfaciale contre l’éther ou contre 


Vhuile de vaseline ne change pas ou change extrémement peu 
lorsqu’on le dilue de moitié. 
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Le sérum se comporte donc comme une solution de elyco- 
cholate de soude et il faut envisager les mémes hypothéses pour 
expliquer Jeurs mécanismes. 

Lecomte du Noity (1), s'appuyant sur les résultats de ses 
recherches sur le caractére dit colloidal des solutions de pro- 
téines, suppose un équilibre de dispersion dans le sérum: « Il 
existe probablement un équilibre de dispersion entre les molé- 
cules groupées et celles qui ne le sont pas et la proportion des 
micelles dépend évidemment des conditions du solvant, de la 
concentration en ions hydrogéne, etc. » The Svedberg et Hey- 
roth ont observé un tel équilibre dans le cas des solutions de 
/. hémocyanine (2). Si l’on admet cette fagon de voir, on en 
conclut que l’addition d’eau aurait pour effet laugmentation du 
nombre des molécules surface-aclives. 

Comme on le voit par les courbes des figures 1 et 2, on peut 
mesurer {la concentration d’une solution inconnue d’oléate de 
soude et de glycocholate de soude en mesurant le nombre 
d’éther. Ou peut aussi — ce qui est peut-étre plus important — 
se rendre compte du degré d’altération de ces solutions en 
fonction du temps. Dans une solution d’oléate de soude, le 
nombre d’éther baisse parallélement 4 la formation d’éléidate 
de soude, son isomére, et, dans une solution de glycocholate de 
soude, & la formation d’un trouble d’aspect soyeux et chatoyant. 

Quant au sérum de cheval, le nombre d’éther baisse aussi 
avec le temps, en général dans le délai d’un & deux jours, si on 
le garde a la température de la chambre. 

Nous avons ensuite étudié les variations du nombre d’éther, 
en employant cette fois du sérum de cheval préalablement 
chauffé & une température de 57° pendant dix minutes, en 
fonction de la concentration. 

Lacourbe A de la figure 6 montre le changement du nombre 
d’éther du sérum ainsi chauffé en fonction de la dilution & 
aide de Normosal (3), la courbe B montre le changement du 
nombre d’éther du sérum frais et dilué de la méme facon. 


(1) Lecomte po Novy. Equilibres superficiels des solutions colloidales, chap. X 
EE ee: Cie, Paris, 1929). 


(2) Journ. Amer. Chem. Soc., 54, 1929, p. 539. 
(3 ) Solution isotonique, préparée par le « Sachsisches Surumwerk, A. G. 


Dresden », et contenant les ions Na, K, Ca, et Mg, sous forme de bicarbo- 
nate, phosphate et chlorure, 
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On observe que le nombre d’éther du sérum chauffé augmente 
d’abord avew la dilution pour atteindre, aprés Adan & un 
liers, la méme valeur que le sérum non chauffé. Si on le dilue 
davantave: le nombre d’éther du sérum chauffé baisse paralléle- 
ment a celui du sérum frais. On obtient le méme effet en le 
diluant au moyen d’une solution de Tyrode; l’effet est moins net 
si l’on emploie une solution de Ringer, de NaCla9 p. 1000 ou 


Fig. 6. 


eh — ae + == 1p 
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(dituée dans solution de Normosal ) 


de l’eau pure. Celte augmentation du pouvoir émulsionnant du 
sérum chauffé parut d’abord inexplicable, étant donné que la 
quantité des complexes lipo-protéiques auxquels doit étre attri- 
buée nécessairement la fonclion émulsionnante diminue avec 
la dilution. 

Nous avons répété plusieurs fois ces essais qui, qualitalive- 
ment, ont toujours donné le méme résultat : une augmentation 
du nombre d’éther, aprés dilution. Mais on observe que cette 
augmentation est plus marquée si la solution employée pour 
diluer a absorbé du CO, (solution de NaCl a 9 p. 1000, solution 
de Ringer ou méme eau pure, en équilibre avec le CO, de Vair) 
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ou contient du bicarbonate de soude (solution de Tyrode, nor- 
mosal) ou de l’acide chlorhydrique en trés petite quantilé. 

En outre, on peut observer qu’un sérum chauffé pendant dix 
minutes & une température supérieure 4 50° (entre 50° et 60°) 
et traité ensuite avec du CO, (en laissant passer un faible cou- 
rant de gaz carbonique pendant dix minutes) présente une 
augmentation du nombre d’éther (voir fig. 7) tandis que le 
nombre d’éther du sérum frais ne change pas aprés ce trai- 
tement. 

C'est évidemment le changement de l’équilibre ionique du 


Fig: 7 


cc, d ether 


A=Serum traité 
B=Serum de c 


avec du CO, 
oOntrole 


45° 50° 55° 60° 65° 
Temperature (Durée du chauffage: 10 min.) 


sérum qui entraine une augmentation du pouvoir émulsion- 
nant. Ktant donné que le sérum est tamponné par des carbo- 
nates, des phosphates et des protéines, il suffit de changer 
légérement la concentration des ions H pour provoquer un 
changement complet de cet équilibre. Mais, comme on ne 
connait pas les facteurs qui déterminent le mécanisme de 
Vémulsification, il n’est pas possible de préciser la cause directe 
de augmentation du pouvoir émulsionnant du sérum chan{fé 
en fonction des traitements indiqués plus haut. 

Nous avons montré plus haut que le chauffage du sérum a 
une température qui affaiblit ou détruit le pouvoir alexique 
du sérum diminue aussi le pouvoir émulsionnant de ce 
dernier. 
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TasLeau |, — Différentes solutions salines 
utilisées pour diluer le sérum. 


NaCl RINGER TYRODE TYRODE NORMOSAL 
(sans (traité 
8,5 p. 1.000 bicarbonate)| (carbonaté) par lair) (carbonaté) 


———— | | 2 


Volume de sérum} 
Gilué & 1/40. . 770.7) 052 0,7) 0,2 }0,1 1 0F2 1 04) 029] 084 | ele 


Volume de la solu- 
tion saline ajoutée.| 0,9] 0,8/0,9}] 0,8 /0,9} 0,8 | 0,9] 0,8] 0,9 0,8 


Volume constant de 
suspension (e glo- 
bules de mouton 
5p. 100 (sol. phys.. 


RAC teen . os 0,5] 0,5/5,5] 0,5 10,5} 0,5 |0,5]0,5]0,5} 0,5 
Hémolyse apres 30 Trés Trés | Tres 
minutes a 38° . .| 0 {faible} 0 faible. |Faible | Complete. |faible. | Forte. | Faible.| Complete. 


Nous avons employé : 1° sérum de cobaye frais; 2° globules rouges de mouton lavés 
et dilués 4 l'aide d'une solution NaCl 8,5 p. 1.000; 3° sérum de lapin antimouton (Lab- 


pasteur. 4 diluer 50 fois). 
Sensibilisation : I goutte de ce sérum sur 10 cent. cubes d'une suspension de globules 


rouges de mouton a5 p. 100. 


Il était dés lors intéressant de voir si les facteurs qui aug- 
mentent le pouvoir Emulsionnant du sérum n’auraient pas pour 
effet d’accrotire aussi le pouvoir alexique. Dans les expériences 
que nous avons faites pour vérifier cette hypothése, nous avons 
di renoncer & Iraiter le sérum chauffé par le gaz carbonique 
puisqu’un excédent de celui-ci empéche l'hémolyse et nous 
nous sommes borné & mesurer le pouvoir alexique d'un 
sérum de cobaye donné, en fonction des différentes solutions 
salines employées 4 sa dilution et dont la concentration en 
ions H était plus ou moins élevée suivant leur teneur en bicar- 
bonale et en CO,,. 

Nous avons pu constater qu’un sérum chaulffé pendant dix 
minuies & 56° ne montre plus trace d’hémolyse si on le dilue a 
aide d'une solution fraichement préparée de NaCl a9 p. 1000, 
tandis qu’en le diluant & l'aide d’une solution de Tyrode ou de 
normosal on peut encore observer une hémolyse faible. 

Le pouvoir alexique d'un sérum frais, dilué & l'aide d'une 
solution de NaCi de 9 p. 100 ou d’une solution de Ringer est 
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nettement inférieur a celui d’une dilution analogue a l'aide 
d’une solution de Tyrode ou de normosal, contenant du bicar- 
bonate. 

Un sérum frais, dilué & l'aide d’une solution de Tyrode a 
travers laquelle nous avons fait passer un courant d’air pendant 
vingt minutes et dont la teneur en bicarbonate et la concen- 
tration en ions H a diminué par transformation du bicarbonate 
en carbonate, montre une hémolyse plus faible que le sérum 
dilué & l'aide d’une solution de Tyrode non traitée. | 

Il faut mentionner aussi ce sujet les observations anciennes 
de L. el P. von Liebermann (1)et de A. Lumiére (2) quia trouvé 
que le pouvoir alexique du sérum, séparé du sang veineux, est 
beaucoup plus fort que celui du sang artériel, moins riche 
en CO,. 

Sion fait la comparaison des phénomeénes biologiques de 
activité alexique avec Je pouvoir émulsionnant du sérum, on 


sapercoit que les mémes causes entrainent des changements 
dans le méme sens : 


4° Destruction de lalexine apres 
chauffage & une température au-des- 


4° Abaissement du nombre d’éther 
apres chauffage 4 la méme tempéra- 


sus de 5,°; 

2° Abaissement du pouxoir alexique 
avec le temps; 

3° Régénération partielle du pou- 
voir alexique d’un sérum inactivé par 
chauffage a 56°, par une petite quan- 
tité de sérum frais (quantité qui, a 
elle seule, ne montre pas une activilé 
alexique mesurable) ; 

4° Influence de la teneur en Na-bi- 
carbonate et en CQO, des solutions 
servant pour diluer du sérum frais ou 
chauffé a 56° sur l’activité alexique, 
dans le sens d’une augmentation de 
cette derniére. 


ture ; 

2° Abaissement du nombre d’éther 
avec le temps. 

3° Sous les mémes conditions, on 
observe un accroissement du nombre 
d’éther de 4,6 a des valeurs entre 6 
et 7; 


4° Influence du bicarbonate de 
soude et du gaz carbonique sur le 
nombre d’éther dans le sens d’une 
augmentation du dernier. 


Il semble done possible d’admettre que le pouvoir émulsion- 
nant du sérum dépende des mémes mécanismes qui condi- 
tionnent — au moins en partie — son activité alexique. 


(1) Arch, fiir Hyg., 62, 1907, p. 318. 
(2 


) C. R. de Acad. des Sciences, 1, 1928, p. 1654. 


RECHERCHES SUR LA FIEVRE JAUNE EXPERIMENTALE 
DE LA SOURIS ET DU COBAYE 


par G. J. STEFANOPOULO. 


(Institut Pasteur. Laboratoire du professeur A. Pettit.) 


S > liar L 
I. — Inririr DE LETUDE DU VIRUS AMARIL ADAPTE A LA SOURIS. 


Tous les essais entrepris par les différents auteurs, y com- 
pris ceux faits a l’Instilut Pasteur, dés 1928, pour communiquer 
la fiévre jaune expérimentale aux rongeurs de laboratoire, ont 
échoué jusqu’au jour ot Max Theiler (1930) eut l'idée d’employer, 
pour l’inoculation de Ja souris, la voie intracérébrale (1); il 
montra que le virus entretenu sur le singe, introduit par cette 
voie, est capable de provoquer presque toujours une encé- 
phalite mortelle chez la souris. Alors qu’au début de ces 
recherches les souris mouraient entre le huitiéme et le qua- 
torziéme jour, aprés le quinziéme passage de cerveau a cerveau, 
elles succombaient entre le sixiéme et le huiti¢me Jour; & partir 
du cinquantiéme passage, Theiler obtenait la mort autour du 
cinquiéme jour aprés linoculation. Ce savant, dés le début de 
sa découverte, a utilisé ce virus pour le diagnostic sérolo- 
gique de la maladie par la réaction des immunisines chez la 
souris; en outre, étant donnée son innocuité par voie sous- 
cutanée, Max Theiler l'a employé pour vacciner le singe. Notons, 
d’autre part, que le virus amaril de singe ou le virus de souris 
provenant du sang du M. rhesus ou de l'homme (Berry et 
Kitchen, 1931) communique une encéphalite & la souris. Pour 


(1) Ce sont les constalations des médecins coloniaux frangais sur le « neuro- 
tropisme » du virus amaril qui ont incité Max Theiler 4 employer la voie 
intracérébrale. Au cours d’un séjour en A. O. F. il m’a été donné de con- 
firmer rétrospectivement le diagnoslic de typhus amaril chez une Euro- 
péenne, M™ D..., vingt ans, qui avait présenté, au cours de sa maladie, des 
manifestalions nerveuses atypiques: tics, spasmes, prostration, obnubila- 
tions, troubles mentaux et, symptome plus particulier, une parésie de la main 
droite de quelques semaines de durée (D® Delfini). 
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le virus naturel de l'homme, cette preuve n’a pas encore été 
faite, mais il est probable que la souris peut servir pour le dia- 
gnostic direct de la fiévre jaune humaine. 

Ultérieurement, l'étude du virus amaril chez la souris, biolo- 
ciquement modifié dans ses propriétés, fut reprise et confirmée 
par Sellards (1930), Dinger ({931) et dans notre laboratoire 
par Martin-Charpenel, Mathis et Kolochine (1932). 

A l'Institut Pasteur, dés 1930, j'ai étudié et reproduit l’encé- 
phalite amarile de la souris vt j'ai établi sa nature spécifique 
par la neutralisation de son virus par le sérum anti-amaril 
d'origine animale (A. Peltit et G. J. Stefanopoulo, 1928). Ces 
recherches, interrompues pendant un certain temps, ont été 
reprises & mon retour de mission en A. O. F. (1934-1932). J’ai 
facilement réussi & adapter tant la souche Asibi (As) que la 
souche francaise (F) et j'ai expérimenté avec ces souches pour 
les études sur les foyers d’endémicité amarile en A. O. F. (1933). 

Je me suis occupé spécialement de l’étude des propriétés du 
virus « neurotrope » des auteurs américains en comparaison 
avec le virus de singe dit « viscérotrope » ; j’ai abordé ensuite 
l'étude de la maladie expérimentale de la souris, l’action du 
virus amaril sur le cobaye, et surtout l’action immunisante du 
virus « murin » sur le MW. rhesus En ce qui concerne ce primate, 
il importait de s’assurer de la persistance de l’atténuation du 
virus par les voies ordinaires et de savoir si le virus de souris, 
proposé, dés le début, pour Ja vaccination de homme dans les 
pays tropicaux, n’était pas transmissible de singe a singe par 
les stégomyies. J’ai publié déj& quelques notes préliminaires 
sur ce sujet et je me propose d’exposer ici l'ensemble de mes 
observations relatives a ce virus. 


Il. — La FiévRE JAUNE EXPERIMENTALE DE LA SOURIS. 


1° Mopzs p'inocutation. — La voie intracérébrale est la voie 
la plus sre pour inoculation de la souris, mais, introduit par 
les voies intra-oculaire ou intrarachidienne, le virus amaril 
peut aussi tuer la souris par encéphalite (Max Theiler). Par la 
vole péritonéale on ne réussit qu’exceptionnellement a provo- 
quer une encéphalite et encore faut-il des souris trés jeunes 
(moins de quatorze jours, pour Max Theiler). J’ai obtenu deux 
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résultals positifs sur 10 souris jeunes (de trois semaines envi- 
ron) par voie intrapérilonéale et une fois sur 12 souris inoculées 
par voie inltradermique avec la souche F, cent cinquantidme 
et cent soixante et uniéme passages sur souris. 

W. A. Sawyer et W. Lloyd (1931) ont eu Vidée de provo- 
quer un traumatisme du cerveau de la souris en injectant, en 
méme temps que l’émulsion virulente dans le péritoine, une 
petite quantité (0c. c. 03 environ) d'une solution d’amidon a 
2 p. 100 dans le cerveau. C’était 14 un procédé analogue a celui 
qui fut préconisé pour le virus poliomyélitique par Flexner et 
Amoss (1917). Notons toutefois que, comme nous nous en 
sommes rendu compte a plusieurs reprises en ce qui concerne 
nos souches, une forte quantité de virus était nécessaire (la 
valeur de 1/10 de cerveau par exemple) pour que, aprés 
injection intrapérilonéale, une encéphalite mortelle se produise 
par la méthode de W. A. Sawyer et W. Lloyd. 


2° SyMPTOMATOLOGIE ET KVOLUTION DE LA MALADIE DE LA SOURIS. 
— Les souris, inoculées de la fagon qui vient d’étre exposée, 
présentent en général des signes d’encéphalite vers le quatritme 
jour aprés l’inoculation. Ces signes consistent en une irritabilité 
des animaux & laquelle succéde une sorte dinactivité ou de 
paresse a laréaction. L’animal souventse voite, le poilse hérisse, 
puis sa démarche devient lente et ébrieuse, quelquefois trem- 
blante (tig. 1). J’ai observé aussi, mais rarement, des souris 
« dansantes ». Au bout de quelques heures, la souris présente 
une paralysie qui débule par une ou par plusieurs pattes, plus 
fréquemment par les pattes postérieures que par les pattes anté- 
rieures, mais parfois aussi par les quatre pattes ; la mort sur- 
vient vers le cinquiéme ou le sixiéme jour. Liamaigrissement 
et une perte de poids sont de régle. Certaines souris d'un 
méme lot peuvent mourir brusquement dans les mémes délais 
sans que l’on constate de phénoménes paralytiques. Dans cer- 
tains cas, la mort survient quelques minutes aprés que l'on a 
touché Jes animaux apparemment presque sains. Aprés un 
certain nombre de passages, l’administration de 0 c. c. 03 
d’une émulsion de cerveaux de souris sacrifiées au stade para- 
lytique, a 1 p. 100, injeclée par voie intracérebrale, tue la 
souris du cinquiéme au septiéme jour, en un délai de quatre 
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jours au minimum et de dix jours au maximum. En sacrifiant 
les souris de passage vers le cinquiéme jour, ces temps se régu- 
larisent. 

Plusieurs facteurs peuveut influencer les délais fixés pour la 
mort des souris par encéphalite amarile; il suffit de rappeler 
la grande facilité avec laquelle s’alténue le virus im vitro; en 
outre, la souche employée, le nombre de passages effectués sur 
souris, le stade de la maladie au moment du prélévement du 
cerveau, le mode de conservation, la dilution du virus injecté, 
le liquide employé pour la dilution, ]a température ambiante, 
sont des conditions qui doivent étre prises en considération au 


a b (Photo Jeantet). 


Fic. 1. — Fiévre jaune expérimentale de la souris blanche. 


a) Stade préparalytique. Cinquiéme jour aprés lVinoculalion intracéré- 
brale du virus (souche F, 5° passage sur souris). 

b) Paralysie complélte du train poslérieur. Animal appartenant au méme 
lot que la souris précédente. 


cours des expériences. Tous ces facteurs influencent la rapidité 
de Vévolution de la maladie et aussi la mortalité. D’une facon 
générale, et dans les conditions ow j'ai travaillé, avec 0 gr. 0001 
de cerveau virulent frais introduit par voie intracérébrale, les 
souris meurent dans la proportion de 95 p. 100 environ. Les 
individus qui résistent & l’infection peuvent supporter par la 
suite des doses trés fortes de virus. Plus rarement, certains ani- 
maux présentent tardivement les phénoménes paralytiques, du 
douziéme au quinziéme jour par exemple. Dans certains cas, 
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ou les paralysies apparaissent du dix-septiéme au vingliéme jour 
(virus alténué ou en partie neutralisé par un sérum anti-), le 
cerveau de telles souris est souvent peu virulent et, méme, par- 
fois ne provoque plus d’encéphalite et n'immunise pas non 
plus les animaux. ' 

Une diminution de la mortalité ou un retard dans le déclen- 
chement des paralysies peut s’observer dans un lot de souris 
inoculées, au cours d’expériences relatives au test de séropro- 
tection (réaction des immunisines), avec un mélange de virus 
elt de certains sérums d’anciens malades. On doit considérer 
ces sérums comme possédant un Irés faible pouvoir neutralisant ; 
des résultats analogues peuvent étre obtenus avec des sérums 
immuns trés dilués. 


3° RPARTITION DU VIRUS DANS L’ORGANISME DE LA SOURIS [NFECTEE. 
— Daprés Theiler, chez la souris inoculée par voie cérébrale, 
le cerveau et le systéme nerveux périphérique seuls et la sur- 
rénale sont virulents; le virus se propage par lesnerfs, du centre 
vers la périphérie. Dans les cas positifs, rares d’ailleurs, con- 
sécutifs & l’inoculation des antres organes, l’infection se 
transmet par les filets nerveux contenus dans les parenchymes 
organiques. 

J'ai recherché (9 cas) le virus dans des organes de souris 
déja paralysées (foie, rate, rein) ou dans les urines, sans 
réussir & le mettre en évidence. Dans 3 de ces cas, le foie avait 
subi une forte dégénérescence graisseuse analogue a celle qu’on 
observe chez le singe amaril. Comme on le verra par la suite, 
le méme fait a été observé chez le cobaye. 

Le virus, inoculé par voie intrapéritonéale, alteint le cer- 
veau de la souris dans les conditions ordinaires mais il ne pro- 
voque que rarement l’encéphalite, aussi les souris sont-elles 
ainsi fréquemment immunisées. 

{1 convenait aussi de rechercher le virus dans le sang circu- 
lant, d’une part, et dans le cerveau, d’autre part, chez les 
souris inoculées par voie péritonéale. On peut saigner facile- 
ment les petits rongeurs par le procédé de A. Pettit qui consiste 
en la ponction du sinus caverneux par voie périoculaire. Aprés 
coagulation, le sérum seul est inoculé. Je n’ai pas pu infecter 
ce rongeur avec le sang de souris inoculées de un & neuf jours 
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auparavant par voie intrapéritonéale, mais W. A. Sawyer et 
W. Lloyd (4931) ont établi qu’aprés une inoculation intrapért- 
tonéale massive le virus apparait rapidement dans le sang et 
circule pendant plusieurs jours. 

Voici les résultats d’une expérience faite pour la recherche 
du virus dans le cerveau de la souris aprés inoculation intra- 
péritonéale : 


Recherche du virus dans le cerveau de souris 
inoculées par voie intrapéritonéale. 


JOUR 


, NOMBRE 
du prélevement 


de souris inoculées 


. 2 sal par voie intracérébrale peret eae 
ARNO S ARO CHAE OD et mortes d’encéphalite 
intrapéritonéale 

WEE oe ial ees Wey parse Dok olen Roe eae age eee oe £ sur 3 — 

PANTO Sun eat) GMS ie ey, 6 Bye oS 5. O 1 sur 5 5 

BO eaetek erat od ght von belee MAcilith eciaebiers 0 sur 5 = 

Borne oe a inie 0 Gta te. fatitd brit) fo eee é 2 sur 4 + 


Par conséquent, il n’est pas douteux que, dés le premier jour, 
le cerveau renferme du virus en trés petite quantité et qu'un 
traumalisme parail nécessaire pour que les cellules nerveuses 
soient alteinles. Ainsi les lésions que provoque, par exemple, 
Vinjection de 0c.c. 03 d’amidon a 2 p. 100 suffisent pour 
déclencher l’encéphalite, & condition toutefois qu’on injecte 
une forte dose de virus dans le péritoine. En examinant un 
cerveau de souris toutes les vingt-quatre heures, aprés une 
simple injection intracérébrale d’amidon on constate, en 
dehors de la petite hémorragie locale, un afflux de leucocytes 
qui souvent dessinent des manchons périvasculaires. Il existe 
aussi une réaction méningée assez intense. Ces lésions appa- 
raissent trés vite et on les trouve au moins jusqu’au dixiéme 
jour ; elles sont généralement localisées. Elles sont bien 
supportées par l’animal. Il est difficile de dire si les leucocytes 
jouent un rdle dans la localisation du virus amaril et la pro- 
duction de l’encéphalite. 


4° ANATOMIE ET HISTOLOGIE PATHOLOGIQUES. — I] n’existe pour 
ainsi dire pas de lésions caractéristiques visibles & l’ceil nu chez 
les souris sacrifiées & l'agonie ou mortes d’infection amarile. 
Je n'ai jamais observé d’ictére. Les suffusions hémorragiques 
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sous la peau du dos des animaux, décrites par Dinger, ont été 
rarement rencontrées 4 | Institut Pasteur. La dégénérescence 
du foie, que j’ai rarement observée chez la souris amarile, ne 
peut pas étre attribuée d’une facon certaine a l’action tout au 
moins directe du virus, d’autant plus que cet organe a été 
trouvé dans ces conditions dénué de toute virulence. Le virus 
agit-il & distance pour provoquer ces lésions ainsi que les 
hémorragies slomacales signalées dans 50 p. 100 des cas par 


(Photo Jeantet). 


Fic. 2. — Cerveau de souris sacrifiée 4 lagonie au sixiéme jour apres I’ino- 
culation intracérébrale (F, 132° passage). Infiltration périvasculaire et 
méningée. 


Theiler, ou sont-elles dues & d’autres causes? Notons que les 
phénoménes hémorragiques ont été trés rares au cours de mes 
expériences. 

Histologiquement, les lésions principales du névraxe sont 
celles des encéphalites infectieuses en général, que Theiler 
(1930) a décrites le premier en ce qui concerne la souris ama- 
rile. Ce sont: les infiltrations périvasculaires ou méme diffuses 
(cerveau, méninges) [fig. 2 et 3] surtout & mononucléaires; les 
polynucléaires sont assez rares; on constate, en outre, de la 
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congestion des capillaires et des pelits vaisseaux, ainsi que de 
petites hémorragies cérébrales ; on note aussi une prolifération 
de Vendothélium vasculaire (Theiler). Les altérations des neu- 
rones (nécrose et nevronophagie) ne soul pas rares. Les « inclu- 
sions intranucléaires acidophiles » décrites dans Jes ccllules 
hépatiques chez le singe amaril et chez l'homme (M. Torres 
[1928], Cowdry et Kitchen [1930]), considérées comme caracté- 


(Photo Jeantet). 


Fic. 3. — Cerveau de souris sacrifiée & l’agonie au huitiéme jour aprés l'ino- 
culation du virus (F, 132° passage). Infiltration périvasculaire intense a 
monocytes. 


ristiques, ont été rencontrées aussi dans les noyaux des cellules 
nerveuses de la souris amarile par M. Theiler (1930). Ces inclu- 
sions seraient dues, d’aprés Torres (1928), « & un processus cel- 
lulaire lié 4 la présence im doco du virus de la fiévre jaune ». 
On doit distinguer, d’aprés cet auteur (1929), les « pseudo- 
inclusions » issues de la fragmentation du nuciéole, des vraies 
« inclusions », qui, par les méthodes spéciales, se colorent de 
la méme facon que les corpuscules de Negri. 
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Ces inclusions n’ont pas été retrouvées par Dinger (1931) chez 
la souris. Par contre, E. W. Goodpasture (1932) les a trouvées 
et éludiées en détail chez cet animal, ainsi que chez le singe 
mort d’encéphalite amarile. Chez la souris amarile, cet auteur 
les a rencontrées parliculitrement nombreuses et typiques dans 
la corne d Ammon. 

Les causes d’erreurs dues a la présence de lésions analogues, 
chez des souris en expérience mais atteintes d’encéphalite 
spontanée, doivent étre considérées comme pratiquement 
inexistantes. Sur plusieurs milliers de souris neuves, j’ai 
observé deux fois seulement des symptémes d’encéphalite spon- 
tanée. Je n’ai pas réussi a transmettre cette encéphalite a 
d’autres souris ; loutefois, Videntification du virus par les 
réactions sérologiques est indispensable dans chaque expérience. 


5° SENSIBILITE DES DIFFERENTES souRIS. — Au début de leurs 
recherches, W. A. Sawyer et W. Lloyd (1931) avaient observé 


a b (Photo Jeantet). 


Fic. 4. — Fiévre jaune expérimentale de la souris grise. 


a) Souris grise au sixiéme jour aprés l’inoculation intracérébrale du virus 
normal (souche F, sérum virulent de M. rhesus). Paralysie des quatre 


membres. 
b) Souris du méme lot que la précédente. Paralysie du train postérieur. 


que toutes les races de souris blanches n’étaient pas également 
sensibles au virus; aussi s’étaient-ils préoccupés de sélectionner 
certaines souches particuliérement réceptives. A Paris, j’ai 
observé que les souris de différentes provenances (France, 
Hollande, Belgique) étaient uniformément sensibles. Les trés 
petites doses de virus sont irréguliérement actives et mettent 
en éyidence des différences individuelles de la sensibilité des 
SOUTIS. 

En dehors de la souris blanche que j'ai employée habituelle- 
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ment, soit pour entretenir les souches, soit pour adapter les 
souches de virus entretenues a l'Institut Pasteur sur le macaque, 
j'ai constalé que la souris grise pouvait étre aussi utilisée dans 
le méme but (fig. 4). La souris sauvage présente l’inconvénient 
détre tres difficile & manier et, par mesure de prudence, elle a 
été rapidement remplacée dans ces essais par des souris grises 
d’élevage, métissées de blanches et de grises. La souche de 
virus « francaise » ou souche « F » du singe a pu étre adaptéc 
uniquement sur de telles souris et entretenue de mai a 
novembre 1932, c’est-a-dire pendant sept mois environ, au cours 
desquels il a été effectué vingt passages sans observer de diffé- 
rence avec les résultats obtenus sur la souris blanche. J. Lai- 
gret (1933) a publié récemment des observations intéressantes 
sur ce sujet, ot il prouve que non seulement Mus musculus 
musculus L., variété grise, mais aussi Mus musculus gentilis et 
Mus musculus azoricus sont sensibles au virus amaril. Les trois 
sujets de cette dernitre espéce que J. Laigret avait inoculés par 
voie péritonéale sont morts avec des phénuménes paralytiques 
qui sont moins fréquents chez la souris blanche inoculée de la 
méme maniére. 


6° CONSERVATON DU VIRUS « NEUROTROPE » DE LA SOURIS IN VITRO. — 
Le virus amaril, sous forme de cerveau frais de souris sacrifiée 
au moment des phénoménes encéphalitiques, conserve sa viru- 
lence lorsqu’il est congelé, entre moins 10° et moins 15° C., 
pendant au moins trois mois; dans de la glycérine neutre, 
pure ou diluée a 50 p. 100, ou & l'état sec, en tubes scellés et 
ala glaciére, la virulence persiste pendant au moins dix mois. 
Dans ces conditions, on peut pourtant observer une atténuation 
de la virulence, qui se manifeste par un retard apporté dans la 
mort des souris inoculées ; la virulence reprend rapidement 
apres quelques nouveaux passages. 

11 en est de méme pour le cerveau ou la moelle de M. rhesus 
ou de cobaye inoculés par voie cérébrale avec le virus de la 
souris. Le sang ou le sérum virulent de singe inoculé par les 
voies ordinaires, avec le méme virus, se conserve dans les 
mémes conditions. 

Le virus de souris (cerveau) semble plus sensible a la 
température du laboratoire que le virus « simiesque » (foie en 
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particulier). Notons que, suivant les auteurs américains, le chlo- 
rure de sodium a aussi une action atténuante sur le virus. 
L’addition de sérum sanguin normal de lapin, de singe, 
dhomme (Sawyeret Lloyd, 1931) dans la proportion de 
10 p. 100 & Veau physiologique servant a préparer les émulsions 
virulentes, rend de réels services pour des expériences d’assez 
longue durée comme, par exemple, la filtration et l'ultrafiltra- 
tion [Findlay et Broom, Bauer (1)]. Le liquide ascitique 
(Hughes), le liquide céphalo-rachidien et certains glucides 
(d’apreés mes expériences) favorisent la conservation du 
virus. 

Enfin, Haagen et Max Theiler (1932) ont pu cultiver in vitro 
le virus murin, suivant le procédé de Rivers, dans une 
solution physiologique additionnée de parcelles de tissu 
embryonnaire. 


7° REMARQUES A PROPOS DE L'IMMUNISATION DE LA souRIs. — La 
grande sensibililé du systéme nerveux de la souris au virus 
amaril rend trés difficile Pimmunisation de ce rongeur par les 
procédés qui emploient la voie intracérébrale; mais les souris 
neuves qui se sont montrées réfractaires 4 une premiére inocu- 
lation, au cours de passages par exemple, résistent & une 
deuxiéme ou & plusieurs réinoculations d’épreuve. Les 75 souris 
qui se trouvaient dans ce cas et que j’ai eu l'occasion d’éprouver 
trente a soixante jours aprés la premiére inoculation ont sup- 
porté de fortes doses de virus. 

Il est facile d’immuniser la souris en administrant du virus 
par voie intrapéritonéale (Max Theiler). Sur 164 souris ainsi 
préparées et éprouvées par nous, de un & deux mois plus tard, 
72 ont résisté complétement. Des résultats analogues peuvent 
étre obtenus, mais plus difficilement, en inoculant les souris 
par voie sous-cutanée. 

Au cours de l’immunisation, j’ai saigné plusieurs souris (pro- 
cédé de Pettit) et j'ai réuni leur sérum; j’ai disposé ainsi d’une 
quantité suffisante de sérum pour pouvoir pratiquer la réaction 
des immunisines (test de séroprotection) parla méthode de Max 
Theiler. Voici une série de résultats : 


(1) Communication orale. 
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Recherche des anticorps dans le sérum de souris immunisées. 


JOUR REACTION DES IMMUNISINES 
MELANGE INOCULATION du prélévement 
du sérum 
de séruins ar voile aprés z 
E Tinceatation ee Résultats 
[ASA Oe Intracérébrale. 35°-6l.° 5 sur 7 ae?) 
[Tsises tae scat Intracérébrale. 45° 5 sur 6 —- 
ee ae Intracérébrale. 60° 6 sur 6 == 
IV =e 2 ai) Intrapénitonéale: 3he 6 sur 8 = 
Wie tal a nare Intrapéritonéale. 48° 5 sur 6 + 
Vi... .| Intrapéritonéale. aoe Sysurad + 
VII... ./Intrapéritonéale (1). 30° 5 sur 7 == 
VIII . . ./Intrapéritonéale (1). 40° 4 sur 6 SE 
IX .. . .{Intrapéritonéale (1). 38° 6 sur 7 + 


(1) Liinoculation du virus par voie intrapéritonéale avait été suivie d’injection intra- 
cérébrale d’amidon. 
(2) +, positif; ++, faiblement positif. 


Les réactions pratiquées en méme temps avec le sérum de 
souris neuves ont donné constamment un résultat négatif. 

Il en résulte que les souris réagissent en général a ]’inocu- 
lation du virus par l’apparition, dans le sang, d’une quantité 
d’anticorps plus ou moins grande. 

J’ai eu l'occasion de rechercher si cette immunilé est trans- 
missible héréditairement. 16 animaux issus de méres immu- 
nisées, Agés de deux & trois semaines, et éprouvés a ce point 
de vue, ont donné des résultats négatifs. Par conséquent, si 
celte immunité héréditaire existe, elle doit étre faible ou peu 
durable. 

L’immunisation passive du systéme nerveux de la souris est 
difficile & réaliser. En inoculant sous la peau ou dans le péri- 
loine, a des souris neuves. des doses relativement assez grandes 
de sérum anti-amaril, on n’arrive pas & les protéger stirement 
contre Vinoculation intracérébrale de virus effectuée vingt- 
quatre & quarante-huit heures aprés. Notons aussi que le 
sérum immuni-ant, injecté & des souris dont le systéme ner- 
veux est déja infects, reste inopérant. On pourrait rapprocher 
ce dernier point des observations faites par Haagen (1933) in» 
vitro: le virus «intrac: llulaire » en culture de tissus continue 
a vivre malgré Vaddition du sérum immun dans le milieu 
exlérieur, 
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[Si 


Il. — La ritvre JAUNE EXPERIMENTALE DU COBAYE. 


1° Ré&ceetivré pu coBAYE AU vinUS AMARIL. — Le lapin, 
le cobaye, le rat se montrent réfractaires au virus amaril 
normal, entretenu par passages sur le M. rhesus. Une maladie 
spéciale au cobaye acependant élé décrite par certains auteurs. 
D'aprés Max Kuczinski et Bianca Hohenadel (1930), les ani- 
maux, inoculés par voie sous cutanée ou intraccelomique avec 
le virus amaril simiesque, mouraient entre les quatriéme et 
vingt-sixiéme jours avec des hémorragies, des ulcérations 
stomacales et de Ja péritonite. Aprés sept passages sur cobaye, 
ces auteurs ont pu infecter de nouveau le M. rhesus. Dinger, 
Schiitfner et Snijders (1930) ont confirmé les résultats des 
auteurs précédents ; ils ont transmis le virus de cobaye a cobaye 
et du cobaye au M. rhesus par voie stégomyienne, tout av moins 
au cours des premiers passages. Avec Swellengrebel (1931), 
ces savants ont montré aussi que l’'inoculation d’une émulsion 
virulente, filtrée ou non, de foie de M/. rhesus provoque la mort 
des cobayes aprés une incubation plus ou moins longue dans 
la moilié des cas. Dinger (1931) avait communiqué au cobaye 
la maladie décrite par Kuczinski et Hohenadel en employant 
la voie intracérébrale. D’autre part, en effectuant un deuxiéme 
passage de cerveau & cerveau, cet auteur avait constaté a 
l’autopsie d’un cobaye sacrifié malade au quatriéme jour aprés 
Vinoculation, en dehors des phénoménes hémorragiques et 
congestifs des organes, de l’« encéphalite » ; un troisiéme 
passage, tenté par Dinger, n’avait pas réussi. 

Cette maladie spéciale du cobaye, transmise par le virus 
simiesque, n’a pas pu étre reproduite pourtant par Sellards 
(1930); suivant cet auteur, le cobaye ferait simplement une 
infection inapparente et la présence du virus amaril dans 
l’organisme de ce rongeur pourrait étre décelée aprés un troi- 
siéme passage par inoculation au M. rhesus. D’autre part, 
Sawyer et Frobisher (1930) observent une élévation de tempé- 
rature dans 9 cas sur 23 cobayes inoculés et retrouvent le virus 
dans le sang des animaux quatre 4 cing jours aprés l'inocula- 
tion; ils ne réussissent toutefois pas & l'adapter chez cet animal. 
Quant & la transmission du virus par stégomyies, de cobaye a 
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cobaye, ils pensent qu'elle est possible, mais ne peuvent 
Vaffirmer. 

En montrant que le systéme nerveux de la souris est réceptif 
au virus amaril, Max Theiler a conduit les biologistes & tenter 
d’adapter ce virus chez le lapin, le cobaye et le rat par voie 
intracérébrale. 

Des essais sur ces trois espéces de rongeurs ont élé faits suc- 
cessivement au laboratoire avec les souches suivantes : 

1° Souche Asibi entretenue sur le singe (As.); 

2° Souche francaise, au cinquiéme passage sur souris (F. 5); 

3° Souche Asibi, au cinquante-troisieme passage sur souris 
(As. 53); 

ke Souche francaise, au cent soixante-quatorziéme passage 
sur souris (F. 174); 

5° Souche francaise, au cent soixante-dix-septiéme passage 
sur souris (F. 177); 

6° Souche frangaise, au deux cent vingt-cinquiéme passage 
sur souris (I. 225), 

Le lapin et le rat n’ont apparemment réagi & aucune de ces 
souches. Le cobaye seul a retenu nolre attention. Sur 412 
cobayes inoculés par voie intracérébrale avec la souche simiesque 
(Asibi) 2 ont présenté des symptémes d’une parésie fruste 
Jocalisée & un seul membre, symptomes qui se sont rapidement 
amendés. De 9 autres cobayes inoculés avec le virus amaril, 
repris aprés un cinguiéme passage par le cerveau de la souris, 
2 ont présenlé les mémes symptomes passagers. Ce n’est qu’en 
imoculant le cobaye avec le virus amaril (Asibi) qui se trouvail 
au cinquante-troisiéme passage sur souris qu'il nous a été pos- 
sible de provoquer presque toujours chez cet animal une infec- 
tion amarile mortelle et transmissible en série. Comme on pou- 
vail le prévoir, les cobayes ont également réagi avec les souches 
quise trouvaient a leur cent soixante-qualtorzi¢me, cent soixante- 
dix-septiéme et deux cent vingt-cinquiéme passage; j’ai pu ainsi 
me rendre compte que le virus de la fievre jaune adapté depuis 
- longtemps au systeme nerveux de la souris, inoculé dans le 
systéme nerveux du cobaye, provoquait facilement une myélo- 
encéphalite spécifique mortelle. Avec R. Wassermann nous 
avons résumé ces constalations dans une note préliminaire 
présentée & la Société de Pathologie exotique (1933). Les 
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mémoires récents de Max Theiler (1933) et de Wray Lloyd, 
Hl. A. Penna et A. Mahaffy (1933), ont confirmé ces faits. 


2° VoIES D’INOCULATION, SYMPTOMATOLOGIE ET EVOLUTION DE LA 
MALADIE DU COBAYE. — Au cours de ces recherches, les inocu- 
lations ont été faites par voie intracérébrale, avec une émul- 
sion 4 1/10, dans l’eau physiologique, de cerveau virulent de 
souris; & titre d’essai, parfois j’ai employé aussi la voie intra- 
rachidienne et la voie intrapéritonéale. Pour l’adaptation du 
virus chez le cobaye, par passages successifs, j’ai inoculé le 
cerveau ou la moelle d'autres cobayes soit sacriliés, soit morts 
paralyliques. Ce matériel a été employé, soit extemporané- 
ment, soit aprés conservation au frigidaire & l'état congelé, soit 
encore sous forme de cerveau desséché dans le vide et conservé 
au froid. A basse température, le cerveau de cobaye garde sa 
virulence dans la glycérine neutre pure ou diluée & 50 p. 100, 
peudant plusieurs mois. Le virus de cobaye s’atténue dans les 
mémes conditions que le virus de souris ; le virus atlénué 
reprend facilement son activité par de nouveaux passages 
successifs. 

D’aprés Max Theiler, le virus « neurotrope » inoculé dans le 
cerveau du cobaye chemine vers la périphérie le long du systéme 
nerveux. Ordinairement, on ne le retrouve ni dans le sang, ni 
dans les autres organes des animaux ainsi infectés. 

La maladie, produite chez le cobaye par l inoculation 
intracérébrale d'un virus amaril adapté depuis longtemps & la 
souris, est comparable a celle de ce dernier animal et donne la 
méme mortalité. L’évolution de la mala lie du cobaye est pour- 
tant d'une durée moyenne un peu plus longue et aussi moins 
réguliére que celle de la maladie de la souris. L’inégalité de 
réaction et de la durée de la maladie que l'on observe au cours 
des passages successifs chez le cobaye peut étre altribuée non 
seulement a des différences individuelles mais aussi & la grande 
variation de richesse en virus des différents échantillons de cer- 
veau de cobaye. Max Theiler vient d’en faire la démonstration 
par des titrages chez la souris. Les passages en série avec le 
virus provenant du cinquante-troisiéme au deux cent vingt- 
cinquiéme passage sur souris ont été effectués sans difficulté, 
L’évolution de la maladie est la méme, le nombre des passages 
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n’intervenant pas (28 passages effectuées jusqu’d présent). 

En suivant de prés les manifestations qui se succédent dans 
la plupart des cas typiques de maladie, on observe les faits 
suivants. 

Vers le quatrigme jour aprés l’inoculation intracérébrale, 
apparaissent les symptomes préparalytiques, de l’excitabilité 
et de I'hyperesthésie de la peau. Parfois, par contre, l’animal 
réagit avec une certaine paresse aux excitations. Vers ie cin- 
quiéme ou sixiéme jour, on assiste aux phénomémes paraly- 
liques qui débutent par une parésie de l'un ou des deux 
membres du train postérieur ou du (rain antérieur, parésie qui 


ae 


(Photo Jeantet). 


Fic, 5. — Cobaye n° 6. Paralysie flasque du train postérieur, dixitme jour 
aprés inoculation intracérébrale du virus (souche F174, 2° passage). 


plus ou moins vite fait place & une paralysie (fig. 5); la 
température s’éléve (39°-40°); animal se déplace difficilement, 
est atteint souvent de tremblement et tombe sur le flane en 
marchant. La paralysie s’étend fréquemment au bout de vingt- 
quatre heures aux quatre membres, qui peuvent étre pris 
d’emblée ainsi que les muscles du cou. L’animal reste couché 
habiluellement sur un cété; et meurt dans le coma vers Je hui- 
tiéme ou neuviéme jour aprés l’inoculation (diag. 1 et 2). 

Il ne faut pas perdre de vue que l’évolution des paralysies 
peut étre plus rapide ou beaucoup plus lente. Ainsi, chez cer- 
tains cobayes, la mort peut survenir brusquement sans qu’on 
ait eu le temps d’observer les phénoménes paralytiques. Un 
symptome constaut est la perte de poids qui peut alteindre, en 
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quelques jours, le tiers du poids initial et méme plus. D’ailleurs, 
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(souche F174, 10° passage). 


pour les formes & évolution lente, l’amaigrissement est trés 


manifeste. 
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La durée moyenne de la maladie, dans les conditions ot 
j'ai expérimenté, est de huit & douze jours (180 cas). J’ai noté 
une survie minimum de quatre jours et maximum de vingt-six 
jours. Celte durée maximum ne s’est présentée qu'une seule 
fois. Voici l’observalion de ce cas : 


Le cobaye n° 62, poids 420 grammes, est inoculé par voie intracérébrale 
avec la souche F. 174, se trouvant au neuvieme passage sur cobaye. Au 
douziéme jour apres l'inoculation, l'animal présente une paralysie de la patte 
droite du train postérieur, qui peu 4 peu s’étend a l'autre patte. Cette para- 
lysie n’est compléte qu’au vingt-troisitme jour. Au vingt-cinquiéme jour, 
animal est émacié et a perdu plus d'un tiers de son poids. JI présente du 
tremblement, il se déplace en trainant le train postérieur, tombe souvent et 
ne se reléve qu’avec difficullé. Au vingt-sixiéme jour, la paralysie est généra- 
lisée; l’animal est sacrifié dans le coma. Au cours de la maladie, la tempé- 
rature est restée dans les limites normales. Mais l'amaigrissement a élé 
extréme ; le poids inilial, de 420 grammes, était tombé a 240 grammes. Le 
cerveau de ce cobaye était positif pour la souris. 


Par voie intrarachidienne, on réussit a infecter le cobaye 
comme par voile intracérébrale : 


OsseevaTion 1, — Le cobaye n° 30 est inoculé par voieintrarachidienne avec 
Ja souche Asibi au cinquante-troisiéme passage sur souris. Au cinqu’éme 
jour, il présente des phénoménes de parésie qui régressent et lanimal 
guérit. 2 autres cobayes inoculés en méme temps (n° 31 et n° 32) résistent 
complétement. 3 cobayes Lémoins inoculés par voie intracérébrale font une 
maladie typique et sont sacrifiés les cinquieéme, sixiéme et septiéme jours. 


OBsERVATION Il. — Le cobaye n° 17 est inoculé par voie intrarachidienne 
avee la souche F. 174, au troisitme passage sur cobaye. Les phénoménes 
paralytiques apparaissent au dixiéme jour. Ce cobaye est sacrifié le jour 
méme. I.e névraxe présente 4 lexamen histologique des lésions de myélo- 
encéphalite. Un quatriéme passage sur cobaye est effectué avec succés. 


Osservation III. — Le cobaye n® 45 est inoculé par voie intrarachidienne 
avec la souche F. 174, quatriéme passage sur cobaye. ll présente, huit jours 
plus tard, des phénoménes paralytiques. Sacrifié ce jour méme, son cerveau 
sert Aun cinquiéme passage avec succes. 


La myélo-encéphalite mortelle du cobaye ne peut étre oblenue 
qu’exceptionnellement par voie intrapéritonéale. L’expérience 
suivante posséde, a cet égard, un intérét particulier: 


OssgERvATION. — 5 cobayes recoivent par voie intrapéritonéale une émul- 
sion de cerveau virulent de cobaye (F. 174, neuviéme passage sur cobaye). 
L'un d’eux survit sans avoir présenté aucune réaction; trois autres meurent 
aux quatriéme, seplitme et vingt et uniéme jours sans symptomes caracté- 
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ristiques, mais ayant subi une perte de poids. Le cinquiéme animal, le 
cobaye n° 69, inoculé dans les mémes conditions que les précédents, a pré- 
senté, au huitiéme jour aprés l’inoculation, une paralysie de la patte posté- 
rieure droite, paralysie qui reste localisée. L’animal maigrit énormément et 
meurt au vingliéme jour. Le névraxe présente les lésions histologiques carac- 
téristiques de myélo-encéphalite et est virulent pour la souris (diagr. 3). 


Notons le fait que, dans cette expérience, le virus inoculé au 
cobaye par vote intrapéritonéale se localise dans le systéme 
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DracramMeE 3. — Cobaye n° 69 Ineculation par voie intrapéritonéale 


(virus F174, 10° passage). 


nerveux. Une deuxietme expérience n'a pas confirmé ces résul- 
tats. 


3° ANATOMIE ET HISTOLOGIE PATHOLOGIQUES. — A l’autopsie des 
cobayes sacrifiés en agonie ou morts paralysés on se trouve 
quelquefois en présence de certaines lésions viscérales dont il 
est difficile de préciser la nature. Ainsi, j’ai souvent nolé, 
4 Vouverture du celome, la présence d'un peu de liquide 
citrin ou sanguinolent restant stérile dans les milieux de culture 
ordinaires. Les parois des anses intestinales peuvent étre hyper- 
émiées. La muqueuse de l’estomac peut présenter des érosions 
et des filets de sang et méme, une fois, j'ai constaté du mélena. 
Max Theiler (1933) a fait les mémes observations, sans leur 


i; 
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attribuer toutefois de signification, les ayant parfois rencontrés 
apres une injection de sérum normal. Kuczinski et Hohenadel, 
Dinger, Schiiffner et Snijders ont obtenu les mémes résultats 
chez le cobaye inoculé par voie sous-cutanée ou intrapérito- 
néale avec le virus simiesque. L’organe qui a attiré le plus 
mon altention est le foie qui prend dans quelques cas, 
manifestement, la méme teinte que celui du macaque jau- 
neux ; l’examen microscopique décéle une dégénérescence 


} 


(Photo Jeantet). 


Fic. 6. — Cervelet du cobaye n° 5, mort paralysé le neuviéme jour apres 
inoculation intracérébrale du virus (souche F, 174° passage). On remarque 
Vinfillration leucocytaire des méninges. 


graisseuse a différents degrés jusqu’aé la dégénérescence tolale. 
Les inoculations pratiquées avec une émulsion de cet organe a 
la souris et au singe n’ont jamais infecté ni immunisé ces 
animaux. Buding (1933) a dosé les graisses du foie d'un certain 
nombre de cobayes sacrifiés ou morls avec les symptémes 
de myélo-encéphalite amarile que nous lui avons remis; il 
trouve une augmentation constante du pourcentage des lipides 
totaux dans le foie sec. La pathogénie de la dégénérescence 
de cet organe est difficile & expliquer, on ne peut émettre 
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que des hypothéses et invoquer par exemple l’intervention du 
systéme nerveux. 

A l'ouverture du crane, le cerveau a souvent un aspect hyper- 
émié. A l’examen histologique ccrveau et moelle présentent 
des altérations analogues & celles du névraxe de la souris : 
manchons périvasculaires 4 mononucléaires, infiltration de lym- 
phocytes et aussi accessoirement de polynucléaires; la réaction 
méningée esl constante, elle est caractérisée par des infillrations 
leucocytaires formant surtont des manchons autour des vais 


a wher os 
(Photo Jeantet). 


Fig. 7. — Cerveau du cobaye n° 2 sacrifié quadriplégique au sixiéme jour 
aprés linoculation intracérébrale du virus (souche F 17%). Aspect de l'infil- 
tration leucocytaire (manchons périvasculaires). 


seaux de la pie-mére et des septa (fig. 6 et 7). On trouve aussi 
des figures de neuronophagie. Quant aux « inclusions intranu- 
cléaires acidophiles » Theiler (1933) les a recontrées dans les 
cellules de la névroglie. Lloyd, Penna et Mahaffy (1933) les ont 
trouvées aussi dans les cellules ganglionnaires du systéme 
nerveux central. D’aprés ces auteurs, il est difticile de présumer 
de leur nature, faute de méthodes microchimiques exactes. 
S. Nicolau, L. Kopciowska et M. Mathis (1934) ont insisté 
récemment sur l’interprélation de ces images. 
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4° Imwunisation pu copaye. — L’immunisation active du 
cobaye peut étre démontrée par la présence d’anticorps dans le 
sang; elle a été étudiée par Sawyer et Frobisher (1930) avec le 
virus simiesque, inoculé par voie intrapéritonéale. Max Theiler 
a constaté le méme fait avec le virus de souris. 

Chez un petit nombre de cobayes ayant survécu & linocula- 


x 


tion intracérébrale du virus murin, j’ai cherché 4 mettre en 
évidence la présence d’anticorps dans le sérum par le test de 
séroprolection. J'ai éprouvé en plus l’immunité de tels animaux 
en les soumeltant & une réinoculation d épreuve avec une forle 
dose de virus: 


Oeservation I. — Le cobaye n° 81, poids 550 grammes, est inoculé par voie 
intracérébrale (virus F. 174, dixitme passage sur cobaye). Tandis que 
2 cobayes inoculés en méme temps meurent paralysés avant le dixiéme 
jour, le cobaye n° 81 ne présente aucune réaction thermique, aucun symp- 
tome caractéristique. Le vingt-cinquiéme jour aprés l’inoculation, son sérum 
se montre posilif en ce qui concerne la réaction des immunisines chez la 
souris. Le méme jour, ce cobaye subit une nouvelle inoculation dans le cer- 
veau (virus F. 174, douziéme passage sur cobaye) ainsi que 2 témoins (cobayes 
no* 98 et 99). Les 2 temoins meurent aprés une maladie typique le septiéme 
et le neuviéme jour, le cobaye n° 81 résiste et demeure normal pendant 
deux mois. 


Osservation II. — Le cobaye n° 89, poids 600 grammes, recoit par voie 
intracérébrale du virus (F. 174, onziéme passage sur cobaye). Alors qu’un 
autre cobaye, inoculé en méme temps, est sacrifié paralytique le huiti¢me 
jour, le cobaye n° 89 ne présente pas de fiévre ni de phénoménes para- 
lytiques. Au vingt-deuxiéme jour, son sérum examiné donne un test de 
protection posilif pour la souris. A ce jour, on fait une réinoculation d'épreuve 
dans le cerveau et on inocule 2 cobayes témoins (virus F. douziéme passage 
sur cobaye). Tandis que les 2 témoins meurent avec les symptOmes carac- 
térisliques dans les délais normaux, le cobaye n° 89, sans avoir présenté 
d'autres symptOmes, commence a maigrir; douze jours aprés cette réinocu- 
lation d’épreuve, il ne pése plus que 380 grammes, mais peu a peu reprend 
du poids. Deux mois aprés, il esten parfaite santé et pese 550 grammes. 


La production d’anticorps chez les animaux ayant résisté 
a inoculation intracranienne du virus amaril peut done étre 
mise en évidence au moyen de la réaction du test de séro- 
protection. D’autre part, l’immunisation active du cobaye par le 


virus murin est réalisable par voie sous-cutanée et intrapéri- 
tonéale. 
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Les recherches poursuivies sur le cobaye démontrent que le 
virus amaril est capable de donner A ce rongeur une fidvre 
jaune expérimentale mortelle. L'inoculation, par voie intracé- 
rébrale ou intrarachidienne, d’un virus qui a subi trente (Max 
Theiler) & cinquante passages environ sur souris réussit presque 
toujours a communiquer a cet animal une maladie caractérisée 
essentiellement par une myélo-encéphalite. Notons toutefois: 
que, par la voie intrapéritonéale, on peut, exceptionnellement, 
obtenir le méme résultat; un casa été observé avec le virus F. 
174, neuviéme passage sur cobaye. Une localisation analogue 
du virus « murin » a été signalée aussi chez le M. rhesus. 

La fiévre jaune expérimentale du cobaye est analogue a 
celle de la souris. Elle peut étre comparée aussi 4 la paralysie 
spontanée décrile autrefois chez le cobaye par P. H. Rémer 
(1911). Sa spécificité peut étre facilement contrdlée par de 
nouveaux passages sur la souris et sur le M. rhesus, animaux 
pour lesyueis le virus murin garde ses propriétés originaires, et 
par les réactions sérologiques et immunologiques adéquates. 
L’expérience m’a moniré, d’autre part, qu’aprés vingt passages 
sur cobaye, le virus laisse indemnes le Japin et le rat blanc 
inoculés par voie intracérébrale. Je poursuis d’ailleurs encore 
actuellement l’étude du virus amaril chez les rongeurs. 

Les propriétés nouvelles qu’acquiert le virus amaril, entre- 
tenu de longue date sur la souris, 4 |’égard du systéme nerveux 
du singe et du cobaye, et particuliérement sa localisation pos- 
sible dans le névraxe de ce dernier rongeur inoculé par voie 
péritonéale, fait signalé ainsi que nous l’avons vu chez le M. 
rhesus et aussi chez la souris, justifient l’appellation de virus 
« neurotrope » par laquelle on a caractérisé ce virus. 


1V. — InocuLaTION DU VIRUS « MURIN NEUROTROPE » 
au Macacus rhesus. 


1° Erupe DES PROPRIETES DU VIRUS AMARIL DE LA SOURIS INOCULE 
au since. — Le virus amaril normal, inoculé soit par les voies 
ordinaires, soit par voie intracérébrale, communique au WM. 
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rhesus une infection généralisée grave visant surtout le foie et 
le rein, en sorte qu’a la mort on est surtout en présence d’une 
hépatonéphrite aigué. Il n’en est pas de méme pour le virus 
adapté depuis longtemps au systeme nerveux de Ja souris. On 
sait, & la suile des expériences de Max Theiler (1930) et de 
A. W. Sellards (1931), que le virus « murin » inoculé par les voies 
ordinaires au M. rhesus ne tuait plus cet animal mais l’immu- 
nisait; A. W. Sellards a montré depuis qu'il suffit d’injecter 
ce virus dans le cerveau du macaque pour le voir mourir 
d'encéphalite, sans qu’il présente aucune autre lésion viscérale. 
Cette conslatation n’a pas tardé & étre confirmée par Sawyer, 
Kitchen et Lloyd (1932), et il a été prouvé qu’une infection 
analogue peut étre oblenue non seulement chez le M. rhesus, 
mais aussi chez d’aulres espéces de singes (W. Lloyd et N. 
A. Penna, 1933), chez le cobaye comme nous venons de lexposer, 
lagouti ou Dasyprocta aguti (Lloyd, Penna et Mahaffy, 1933), 
le hérisson [Findlay, 1934 (1)], tous animaux habituellement 
peu sensibles ou non réceptifs au virus normal. D’autre part, 
Davis, Lloyd et Frobisher (1932) ont obtenu avec le virus murin 
une encéphalite chez le M. rhesus par simple piqtre de stégo- 
myies. Il a été rapporté plus haut que Ja méme localisation est 
possible chez le cobaye inoculé par voie intrapéritonéale (obser- 
vation personnelle). Enfin, M. Frobisher (1933) .a observé 
récemment que le virus normal ou « viscérotrope » et le virus 
« neurotrope » se comportent différemment vis-a-vis de certains 
agents chimiques et physiques. On peut donc conclure que, 
par passages successifs dans le systeme nerveux de la souris, 
les propriétés du virus amaril changent a la longue. 

Avant d’utiliser pour homme les propriétés immunisantes 
du virus modifié suivant la technique de Max Theiler, une 
longue série d’expériences et d’observations chez le singe 
réceptif étaient nécessaires pour s’assurer d’une part de son 
innocuilé pour les sujets inoculés et pour la collectivilé, et 
d autre part pour rechercher le procédé présentant le moins de 
dangers possibles. 

Ainsi deux questions se posaient: danger de la récupéralion de 
la virulence normale du virus murin pour le M. rhesus «t possi- 


(1) Communication orale. 
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bilité de sa transmission de singe a singe par les stégomyies. 
J’exposerai dans ce chapitre mes expériences relatives a ces 
deux questions et j’ajouterai quelques observations concernant 
importance relative de l'immunité conférée au M. rhesus par 
le virus « normal » et par le virus « neurotrope », 


2° Lrencépuatite pu A. rhesus PAR INOCULATION INTRACEREBRALE 
DU VIRUS « NEUROTROPE ». RECUPERATION DE LA VIRULENCE NORMALE DE 
CE VIRUS POUR LE M. rhesus aris CENT SOIXANTE ET UN PASSAGES PAR LA 
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sourts. — L’encéphalite amarile du singe, consécutive 4 | inocu- 
lation intracérébrale du virus de souris, a été longuement 
étudiée par les différents auteurs précités. E. W. Goodpasture 
(1932) a particuliérement insisté sur l’histologie pathologique 
de celte affection expérimentale. 

Voici a titre dexemple une observation : 


Experience. — Le M. rhesus n° 6 recoit le 22 mars 1932, par voie intracéré- 
brale, une émulsion de cerveau virulent de souris, souche F. cent trente- 
sepliéme passage sur souris. A partir du troisiéme jour, l’animal parait 
malade. Le quatriéme jour, la température commence a monter. Le sang 
prélevé A ce moment n’est pas virulent pour la souris. Au cinquiéme jour, on 
observe de la fiévre et le rhesus présente une paralysie du membre supérieur 


Annales de l'Institut Pasteur, t. Lil, n° 5, 1934. 38 


578 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


gauche. Les sixitme et sepliéme jours, la fiévre continue et les phénoménes 
paralytiques s’étendent aux autres membres. L’animal présente du trem- 
blement (diagr. n° 4). ; 

Au huitiéme jour, le singe reste couché sur le flanc, immobilisé, sa lempec- 
rature baisse. Il meurt dans la journée. A l’autopsie, aucune lésion appa- 
rente des organes. Le foie, d’aspect normal, n’est pas virulent pour la souris. 
A l’examen microscopique, le névraxe présente des lésions histologiques 
lypiques ; conservé dans la glycérine neutre a la glaciére pendant cent 
vingt-huit jours, il reste virulent par voie cérébrale pour la souris et pour le 
singe. 


Cetle expérience plusieurs fois répélée a donné les mémes 
résultats, & peu de chose pres dans la durée de l’incubation, 
l’évolution des paralysies, la durée de la maladie pouvant 
varier d’un animal a l'autre; or, fail surprenant, il nous a brus- 
quement été donné de constater un subit retour du virus 
murin & une virulence normale; voici le détail de cette expé- 
rience : 


Expérience. — Le M. rhesus n° 62 recoit le 30 aout 1932, par voie cérébrale, 
une émulsion de cerveau virulent de souris, souche I. cent soixante el 
uniéme passage. Les premiers symptomes de la maladie apparaissent Je 
septi¢me jour aprés l’inoculation. Le huititme jour se déclare une quadri- 
plégie et lanimal est sacrifié 4 l’agonie Je neuvitme jour. Les organes et 
particuliérement foie et reins sont normaux. 

Enméme temps que le M. rhesus n° 62, un autre singe, le M, rhesus n° 46 B, 
est inoculé avec le méme virus (F. 164) également par voie intracérébrale. 
Cing jours apres linoculation, apparaissent les premiers symptémes d’encé- 
phalite (phénomeénes paralyliques, tremblement); le septiéme jour, animal 
est sacrifié dans le coma. A l'autopsie : foie chamois typique; dans 
Yestomac du vomito negro. A lexamen histologique : dégénérescence grais- 
seuse du foie presque totale; néphrite, Le cerveau et la moelle épiniére sont 
virulents pour la souris. Pour m’assurer de la présence du virus dans le foie 
jai inoculé cel organe 4 un autre singe. Ce dernier (le M. rhesus n° 64) ino- 
culé par voie sous-cultanée avec |’émulsion de foie en question meurl de 
fiévre jaune typique le douziéme jour. 


De cette observation, il ressort que le virus amaril, aprés 
cent soixante et un passages sur souris, peut, sans cause appa- 
rente, reprendre brusquement sa virulence ordinaire pour le 
M. rhesus et, inoculé par voie sous-cutanée, provoquer de 
nouveau chez cet animal une fiévre jaune typique. A noter 
que les essais fails pour reproduire le méme phénoméne par 
trois passages successifs de rhesus & rhesus, avec la souche 
murine F. cent soixante-douziéme passage, n’ont pas donné de 
résultats. Les inoculations étaient effectuées par voie sous-cuta- 
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née, intrapéritonéale, intratesticulaire et méme intrahépatique. 


3° INOCULATION DU VIRUS « MURIN » aU M. rhesus PAR LES VOIES 
ORDINAIRES. PERSISTANCE DE CE VIRUS DANS LE SANG PERIPHERIQUE 
DU MACAQUE INFEcTE. — Contrairement 4 ce que l’on observe 
pour le virus amaril normal, le virus de souris inoculé au 
singe par voie intracérébrale se localise dans le systéme ner- 
veux par l’'intermédiaire duquel il se déplace; le sang des ani- 
maux inoculés et les autres organes ne sont pas en général viru- 
lents (Max Theiler). Comparé au virus simiesque, le virus murin 
présente donc des différences biologiques qui s'établissent au 
fur et & mesure des passages sur souris. Ainsi, le virus murin, 
dans les conditions ot j’ai travaillé, aprés quarante-six pas- 
sages par la souris peut encore tuer le rhesus par voie sous- 
cutanée. Cest apres le cinquantiéme passage et plus que le 
virus commence a perdre en partie ses propriétés « viscéro- 
tropes », quoique, comme je viens de le montrer, il soit encore 
susceptible de reprendre sa virulence ordinaire méme aprés 
cent soixante et un passages sur souris. Par contre, j'ai men- 
tionné déja qu'une des propriétés nouvelles de ce virus était sa 
localisation possible dans le systeme nerveux des animaux 
inoculés par les voies ordinaires (M. rhesus, cobaye). 

En vue d’établir une comparaison entre le virus « simiesque » 
et le virus « murin », j’ai 6té amené a rechercher la présence de 
ce dernier dans le sang circulant du M. rhesus aprés inocula- 
tion sous-cutanée, intrapéritonéale, intrahépatique, intratesti- 
culaire, conjonctivale ou piqures de stégomyies. 

Rappelons que, quelle que soit Ja voie d’inoculation, le virus 
normal se trouve dans le sang du M. rhesus jusqu’a Ja mort de 
animal et que, dans les formes 4 évolution lente ou méme 
inapparentes, le virus peut étre retrouvé méme trente-six jours 
apres l’inoculation (Pettit et Stefanopoulo, 1929). Dans un cas 
d’infection lente, due & l'imoculation d’un virus desséché et 
atténué par une longue conservation a la température du labo- 
ratoire, nous avons prouvé sa présence dans le sang du M. 
rhesus (n° $1) quarante-quatre jours aprés l’inoculation; le 
singe mourait alors de fiévre jaune typique, tandis qu'un autre 
rhesus (n° 52), inoculé en méme temps, avait fait une forme 
fruste et élait immunisé. 
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Les expériences de ce genre ont pu étre multipliées depuis 
que Theiler a montré que la souris était sensible au virus 
amaril. La technique que j’ai adoptée est la suivante : le sérum 
du sang recueilli par ponction veineuse est injecté dans le 
cerveau d’un lot de souris (6 habituellement). Si le virus s'y 
trouve en grande quantité, toutes les souris meurent en 
général d’encéphalite amarile. Dans les cas ot le virus circule 
en tras petite quantité, ou s’il est d'une virulence atténuée, 
un petit nombre seulement de souris meurent. 

Voici, résumés dans le tableau I, les résultats d’une série 
de recherches concernant la présence du virus dans le sang 
du M. rhesus inoculé avec des souches murines d’ages diffé- 
rents. 

Ces résultats montrent que le virus adapté a la souris (trei- 
ziéme & deux cent vingt-neuviéme passage), inoculé au M. 
rhesus par différentes voies, y compris la voie conjonclivale et 
la voie stégomyienne, circule dans le sang périphérique du 
singe pendant plusieurs jours. A s’en tenir & cette série d’expé- 
riences, il semblerait que le virus récemment adapté a la 
souris (Asibi du treiziéme au quarante-sixiéme passage) et pou- 
vant encore tuer le rhesus de fiévre jaune typique, persiste plus 
longtemps que le virus adapté de longue date (F. 145°-229°). 


4° TRANSMISSION DU VIRUS « MURIN » DE SINGE A SINGE PAR VOIE STE- 
comyienng. — Une fois établie la présence du virus murin dans 
la circulation du rhesus, il était important de savoir si ce virus 
ne pouvait pas étre repris par voie stégomyienne et si sa viru- 
lence ne pouvait pas étre réactivée dans l’organisme du mous- 
tique. En nourrissant des stégomyies sur un tampon imbibé 
d'une émulsion de cerveau virulent de souris (dixiéme ou 
douziéme passage), Dinger (1931) avait réussi & transmettre au 
M. rhesus une fiévre jaune mortelle, soit en injectant le pro- 
duit du broyage des stégomyies, soit par piqtires de ces insectes 
nourris sur le tampon virulent. 

Les recherches que j'ai entreprises (1932) avaient pour 
objet I’étude de la transmission directe du virus murin de 
singe & singe par piqtires de stégomyies. Ces recherches ont 
suscité aussitét une série de nouvelles questions pour l'étude 
desqueiles je me suis adressé au professeur Roubaud (1933), 
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avec qui nous avons réalisé une série d’expériences que nous 
résumons ici. 

Les moustiques utilisés étaient des Aedes xgypti d’origine 
javanaise entretenus 4 1'Insectarium de l'Institut Pasteur depuis 
1928. Pendant la durée des expériences, les stégomyies ont été 
maintenues 4 la température de 28° & 30° C. La réceptivité des 
singes donneurs et récepteurs a été, avant chaque expérience, 
contrélée par la recherche des anticorps antiamarils du sang. 

a) Expérience de transmission réalisée avec une souche murine 
au vingt et uniéme passage. — Au cours d'une premiére expé- 
rience (1932), un lot d’une trentaine de stégomyies a été infecté 
& plusieurs reprises sur deux rhesus différents, inoculés l’un 
et l’autre avec une émulsion riche de virus Asibi au vingt et 
uniéme passage sur souris. Le rhesus n° 27, inoculé le 27 mai 
1932 avec 2 cent. cubes du liquide de centrifugation d’une 
émulsion au 1/10 du cerveau de souris (virus Asibi au vingt 
et uniéme passage), est piqué par les moustiques aux pattes 
postérieures les troisiéme, quatriéme, cingquiéme et septiéme 
jours aprés l inoculation. La présence du virus a été constatée 
dans le sang du singe, par controle sur souris, les troisiéme et 
cinquiéme jours et sur singe le cinquiéme jour. Elle a été 
ensuite négative. 

Le 13 juin, une dizaine de stégomyies femelles du méme lot 
ont encore piqué le rhesus n° 35 inoculé trois jours auparavant 
avec le méme virus. 

Deux essais de transmission sont alors réalisés. 


Le 16 juin, un premier singe neuf, rhesus n° 41, est piqué par le lot de sté- 
comyies, dix-sept jours aprés leur premier repas infectant. 

Le 22 juin, un deuxiéme singe neuf, M. rhesus n° 42, est piqué par 28 des 
mémes moustiques, au vingl-deuxiéme jour apres le premier repas infec- 
tant. Le méme animal est encore piqué le 24 juin par 21 des mousliques 


précédents. 


Résultat : lesinge neuf n° 44 contracte une infection non mor- 
telle, comme le montre d’une part l’inoculation, a la souris, de 
son sang, qui se montre virulent au quatriéme jour apres les 
piqtires, et, d’autre part, le développement d'une immunité 
prouvée par le test de séroprotection posilif au quarante- troi- 
siéme et soixante-quatriéme jour, et par la résistance de ce 
singe & l’inoculation de virus simiesque. 
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Le singe neuf n° 42, piqué par des moustiques infectés 
depuis vingt-deux & vingt-quatre jours, contracte également 
une infection non mortelle, décelée par la mise en évidence du 
virus dans le sang au cinquiéme jour, et ultérieurement par 
l’épreuve de l'immunité (test sur souris positif aux trente- 
cinquiéme et cinquante-quatriéme jours, et résistance du singe 
i l'inoculation d'épreuve au virus le soixanle-sepliéme jour). 

N.C. Davis, W. Lloyd et M. Frobisher (1932) ont confirmé ces 
premieres constatations en opérant dans les mémes conditions 
avec la méme souche au vingt-deuxiéme passage et avec la 
souche frangaise au centieme passage. 

b) Expériences de transmission réalisées avec une souche 
murine aux 147° et 171°-172° passages. —  ~N) Co Davis, 
W. Lloyd et M. Frobisher, en s’adressant & un virus « neuro- 
trope» plus ancien (149°-181° passages), n’ont pas obtenu 
toujours des résultals positifs. de transmission du virus au 
singe par les piqtires de stégomyies : deux résultats sur une 
quinzaine d’expériences. 

Les expériences faites avec M. Roubaud, moins nombreuses 
que celles des auteurs précédents, mais dans lesquelles de 
fortes doses de virus furent mises en ceuvre, confirment la dif- 
ficulté de cette transmission. 


I. — Le 18 juin, un lot de 70 stégomyies pique le rhesws n° 40 A, quia recu, 
le 45 juin, par vole sous-cutanée et intratesticulaire, |}émulsion d’un demi- 
cerveau virulent de souris (souche F, cent quarante-septitme passage). 

Le 20 juin (cinquiéme jour), nouveau repas des moustiques dont une soixan- 
taine se gorgent de sang. Le 21 juin (sixiéme jour), une vingtaine de mous- 
liques se gorgent encore une fois sur le singe. 

La présence du virus dans le sang du singe donneur a été éprouvée sur 
souris le quatri¢me jour (résultat douteux). Au soixante-dixiéme jour, le con- 
trole dimmunité fournit un lest positif sur souris, et le singe résiste 4l’épreuve 
intracérébrale de la souche francaise au cent soixantiéme passage. 

Les moustiques sont alors utilisés dans deux essais de transmission sur 
des singes neufs. Le 2 juillet, le rhesus neuf n° 44 est piqué par une soixan- 
laine de moustiques, quatorze jours aprés le premier repas infectant. Le 
singe ne contracte aucune infection, méme légtre. La recherche du virus 
dans le sang les cinquiéme et huitiéme jours aprés les piqtres, et l’épreuve 
des immunisines sur souris pratiquées le vingt-septiéme jour, sont négatives. 
L’animal succombe a linoculation d’épreuve par voie sous-cutanée du virus 
actif de singe, pratiquée le cinquante-huili¢me jour. 

Le 6 juillet, le rhesus neuf n° 46 est piqué par une vingtaine de moustiques 
du méme lot, au dix-huiti¢me jour aprés le premier repas infectant. Le singe 
ne contracte aucune infection. La recherche du virus dans le sang au 
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quatrieme jour aprés les piqures et les tests d'immunité sur souris, du vinet- 
troisiéme au cinquante.troisiéme jour sont négatifs, et le singe succombe a 
une inoculation d’épreuve par virus simiesque. 


II. — Afin de multiplier les chances d’infection des moustiques, et comme 
il est impossible de prévoir le temps pendant, lequel le virus sera présent en 
quantité suffisante dans la circulation des animaux inoculés, nous avons 
multiplié les inoculations virulentes et les piqures. 

Dans les expériences suivantes, les moustiques se sont gorgés du sang 
virulent de 3 singes. 

Le 4 novembre, 20 stégomyies se gorgent sur le rhesus n® 73, dix-huit 
heures aprés que le singe a recu en injection sous-cutanée l’émulsion d’un 
cerveau entier de souris infectée (souche F au cent soixante et onziéme 
passage). 

Le singe regoit le jour méme une nouvelle inoculation intrapéritonéale du 
méme virus, et dix-huit heures plus tard (quarante-deux heures aprés la 
premiére inoculation) il est encore piqué par 10 moustiques. 

Le 7 novembre, une dizaine de moustiques se gorgent encore sur le singe 
n° 75 au quatriéme jour de son infection, et sur le rhesus n° 76 qui a recu 
trois jours avant une émulsion intrapéritonéale de virus de souris (souche 
francaise au soixante-douziéme passage). 

Le 13 novembre, une douzaine de moustiques sont encore gorgés sur 
rhesus n° 717 qui a regu quatre jours auparavant, par voie péritonéale, un 
cerveau entier émulsionné de souris (souche francaise au cent soixante- 
douziéme passage) et vingt-quatre heures avant, le 12 novembre, une nou- 
velle émulsion cérébrale virulente de la méme souche. 

La présence du virus dans le sang des trois singes donneurs, au moment 
des piqures de stégumyies, a été contrélée sur souris. 

Les moustiques ainsi infectés servent alors A quatre essais de trans- 
mission : 

Les singes n° 81 et 82, piqués de douze A vingt-deux jours aprés les repas 
infectants, sont morts accidentellement en sorte qu’il n’a pas été possible 
de rechercher le virus dans leur sang que vingt-quatre et quarante-huil 
heures aprés l’essai de transmission. Le résultat a été négatif dans les 2 cas. 

Le 3 décembre, 3 moustiques se sont gorgés de sang sur un troisiéme 
singe neuf, le n° 83, vingt 4 vingt-neuf jours aprés les repas infectants. 
La recherche des immunisines dans le sang du singe, pratiquée le vingtiéme 
et le vingt-quatriéme jour, est négative. Le singe meurt par la suite d’infec- 
tion secondaire. 

Le 5 décembre, 6 moustiques se sont encore gorgés sur le rtesus neuf 
n® 83, du vingt-deuxiéme au trente et uniéme jour aprés les repas infec- 
tants. La recherche du virus dans le sang du singe, le troisitme jour apres 
les piqures, est négative. Le controle des immunisines, pratiqué les dix-sep- 
tigme el vingti¢me jours, est négatif. Ce singe meurt de tuberculose quelques 
jours plus tard. 


Ainsi, ces expériences négatives s’ajoutent & celles de Davis, 
Lloyd et Frobisher, pour confirmer que le virus amaril adaplé 
a la souris n’est que difficilement transmissible par les sté- 
gomyies. 
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Le virus, aprés un grand nombre de passages sur souris, 
s’est donc modifié : il ne semble pas apte a reprendre d’emblée 
sa virulence normale par passage chez les moustiques. 


5° OBSERVATIONS RELATIVES A L'IMMUNITE CONFEREE AU M. rhesus 
PAR LE VIRUS NORMAL ET PAR LE VIRUS ( MURIN ». APPARITION, DUREE 
ET VALEUR DE CETTE IMMUNITE. — Les premiéres conslatations 
de Max Theiler puis de A. W. Sellards, relativement aux pro- 
priétés du virus murin, ont élé rapidement confirmées. Je me 
suis rendu compte & mon tour, par une série d’expériences, que 
les animaux qui avaient élé immunisés avec le virus simiesque 
restaient réfractaires & l'inoculation intracérébrale du virus 
« neurotrope ». La réalité de Vimmunité croisée ne faisait 
aucun doute; Pimmunisation du systéme nerveux du rhesus 
par l'un ou par l'autre de ces virus était solide, les réinocula- 
tions d’épreuves faites avec de trés fortes doses de virus murin 
reslant sans effet. En outre, différentes observations ont été 
recueillies au cours des essais faits au laboratoire de mars 1932 
a septembre 1933, sur Vapparilion des anticorps dans le sang 
et leur signification, la solidité et la durée de l’immunité con- 
férée aux animaux. Malheureusement, la durée de |’immunité 
chez le rhesus n’a pu étre recherchée qu’imparfaitement, la 
longue conservation des macaques étant difficile. 

Les trois tableaux qui suivent groupent les résultats obtenus 
au cours d’expériences effectuées en vue de rechercher l’immu- 
nité d’animaux inoculés avec différentes suuches de virus : 

Immunisation du M. rhesus par le virus normal (Tableau IT). 
— On voit que chez 12 macaques qui avaient survécu & l'ino- 
culation du virus simiesque seul, et chez deux autres immu- 
nisés avec le virus neutralisé, le test de séroprotection recherché 
de vingt-trois 4 deux cent trente jours plus tard s’est montré 
posilif. Dans un seul cas (M. rhesus n° 38), Ja quantité d’anti- 
corps, encore faible au bout de trois semaines, augmenta dans 
la suite. Huit de ces animaux ont subi ultérieurement une 
réinoculation d’épreuve, soit avec le virus normal, soit avec 
le virus murin. Cette réinoculation est venue confirmer les 
résultats de l’épreuve sérologique; 3 animaux, rhesus ns 9, 
52 et 53, ayant recu le virus normal par voie sous-cutanée, et 
quatre autres, rhesus n® 38, 45, 47 et 124, qui ont recu du 
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virus murin (F. cent soixantiéme, cent quatre-vingt-treizieme 
passage), par voie intracérébrale, ont résisté. Enfin, un dernier 
singe, n° 16, inoculé par voie sous-cutanée avec la souche 
simiesque F, a été réinoculé ensuite par voie intrapéritonéale 
avec le virus murin du quarante-cinquiéme passage (Asibi), 
huit mois environ apres l'inoculation immunisante. Quoique 
le test de séroprotection ait été positif, ce rhesus a néanmoins 
fait une légére maladie avec présence de virus dans le sang. 

En résumé, inoculé au singe, le virus amaril simiesque 
immunise cel animal et le protége contre l'inoculation de virus 
de souris. Cette immunité dure pendant au moins huit mois. 

D’autre part, le fait que chez un animal immunisé et éprouvé 
ultérieurement par voie intrapéritonéale il a été possible de 
retrouver le virus libre dans le sang circulant au cours des 
quatre premiers jours aprés la réinoculation était 4 noter. 
Schiiffner-Berry et Kitchen ont déja signalé la présence 
d’anticorps en méme temps que de virus au cours d’infections 
accidentelles contractées au laboratoire. 

Immunisation du M. rhesus au moyen de virus récemment 
adapté a la souris (As. vingt et uniéme et trente et uniéme pas- 
sage) [Tableau IT]}. — Les deux premiéres observations résu- 
mées dans le tableau IJ] montrent que le virus murin de date 
récente (As. vingt et uniéme passage) immunise contre le virus 
actif de singe. Le troisitme cas concerne un macaque (n° 39) 
qui, malgré une forte dose de virus injecté par voile sous- 
cutanée et intratesticulaire, ne présente d’anticorps ni au vingt- 
quatriéme ni au soixante-dixiéme jour aprés l’inoculation ; 
éprouvé a cette date par voie intracérébrale avec Je virus 
murin « neurotrope » (F. cent cinquante-neuviéme), il meurt 
d’encéphalite en vingt-deux jours. L’absence d’anticorps dans 
le sang, aprés une premiére inoculation fortement infectante 
chez un animal appartenant 4 une espéce aussi réceptive que 
le M. rhesus, était & signaler au point de vue des différences 
de comportement individuelles. Enfin, dans le quatriéme cas, 
on peut noter l’absence compléte d’anticorps au neuviéme jour, 
leur développement au vingt-troisitme jour, puis leur dimi- 
nution. 

Immunisation du M. rhesus au moyen de virus depuis long- 
temps adapté a la sourts (F. 145°-229° passage) [Tableau IV |. — 
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Le quatriéme tableau groupe les 
observations de neuf singes qui ont 
été immunisés avec le virus amaril 
ayant subi un grand nombre de 
passages sur souris (145, deux cent 
vingt-neuvieme passage) et ayant 
tous présenté des anticorps dans le 
sang. Un de ces rhesus, n° 59, donne 
déja au quatorziéme jour un test de 
séro-protection positif, et, cependant, 
éprouvé le lendemain avec la souche 
simiesque, 4 dose habituelle, et par 
vole sous-cutanée, il meurt de fiévre 
jaune. 

L’on constate dans ce cas que 
limmunité peut ne pas étre encore 
solidement établie alors que les im- 
munisines sont déja facilement dé- 
celables dans le sang. Six autres ani- 
maux éprouvés, au cours du deuxiéme 
et troisiéme mois, soit par voie intra- 
cérébrale avec le virus murin (n°s 28 
et 40), soit par voile sous-cutanée avec 
le virus de singe et ultérieurement 
avec le virus murin par voie intracé- 
rébrale (n° 112, 114, 115 et 116) ont 
par contre résisté. Dans un cas 
(M. rhesus n° 14), il semble qu’au 
bout de sept a huit mois ’immunité 
a fléchi dans une certaine mesure, 
ainsi qu'il résulte des essais effectués 
avec le test de séroprotection par la 
méthode directe et par inoculation 
d’épreuve aprés laquelle le virus a 
pu étre retrouvé dans le sang. A la 
suite de la réinoculation, que l’ani- 
mal a du reste bien supportée, les 
anticorps semblent avoir de nouveau 
augmenté. 


Survit. 
Survit. 


Survit. 


Survit. 
est mort, neuf jours plus tard, de fiévre 


Voie sous-culanée. 
Voie intracérébrale. 
Voie sous-cutanée. 
Voie intracérébrale. 


As 


F193° 
systéme nerveux de la souris vérifié sur deux lots de souris. 


As 
FA9se 
de sérum antiamaril de cheval. La recherche du virus dans le sang a 


que (Asibi) traité par la méme maniére, 
a l'égard du 
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ge a préalablement été soumis a l'influence du bleu de méthyléne et de Ja lumiére (Perdreau et Todd, 1933). Un autre 


Voie sous-cutanée. 
Voie sous-cutanée. 


F 
oae 
(1) Ce singe avait préalablement recu 0 c.c. 15 par kilogramme d’animal 


élé négative. 


(2) Le virus inoculé 4 ce sin 
M. rhesus (n° 129), qui avait recu par voie sous-cutanée le virus simies 


116 (2) 
jaune. A noter que dans les deux cas le virus était effeclivement inactivé 


63° 
Ge 
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De ces quelques observations failes sur immunisation 
active du singe, il est possible de tirer les conclusions géné- 
rales suivantes. 

Le virus amaril « simiesque » ou le virus « murin » & différents 
stades de son adaptation & la souris, jusqu’au deux cent vingt- 
neuviéme passage tout au moins, immunisent également le 
M. rhesus. Dans l'un et l’autre cas, les animaux sont protégés 
contre la fiévre jaune classique provoquée par le virus 
simiesque et contre la forme encéphalitique de la maladie due 
& Vinoculation intracérébrale du virus murin « neurotrope ». 

L’absence d’immunisines, aprés l'inoculation de matériel 
sirement infectant, n’a été observée qu une seule fois. 

Les anticorps apparaissent généralement assez tot dans le 
sang des animaux immunisés, mais il semble que deux ou trois 
semaines soient nécessaires pour obtenir une immunilé solide- 
ment établie. 

Dans certains cas, ot les animaux sont faiblement immu- 
nisés, ils résistent & la réinoculation d’épreuve faite avec le 
virus actif (& dose relativement forte), bien que celui-ci puisse 
étre décelé dans le sang pendant plusieurs jours. 


V. — Conctusions. 


En ce qui concerne l’élude de infection amarile de la souris, 
nos résultats ont confirmé les observations de Max Theiler, 
A. W. Sellards, J. E. Dinger, W. A. Sawyer et W. Lloyd et 
autres. Notons, cependant, qu’au point de vue de la sensibilité 
des différentes souris au virus amaril, j'ai eu l'occasion 
d’inoculer des animaux de provenance variée et tous se com- 
portaient de fagon comparable. D’autre part, comme J. Laigret, 
j'ai adapté et entretenu une souche de virus sur des souris 
grises ou souris sauvages sélectionnées : aucune différence n’a 
été constatée au point de vue du comportement de toutes ces 
souris vis-a-vis du virus. Chez les souris inoculées par voie 
intrapéritonéale, le virus semble se retrouver, dés le premier 
jour aprés linoculation, en plus grande quantité dans le cer- 
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veau que dans le sérum sanguin; d’autre part, le sang des 
animaux ayant survécu a linoculation intracérébrale ou intra- 
périlonéale de virus renferme des anticorps. Pour cette 
recherche, j’ai réuni le sang de plusieurs de ces rongeurs 
(saignés par le procédé de A. Pettit) et j'ai recherché le test de 
séroprotection (Max Theiler). D’ailleurs, j’ai eu & appliquer 
cette épreuve pour la recherche des immunisines chez 
homme; j'ai souvent constaté un retard de plusieurs jours 
dans l’apparition des paralysies ou dans la mort des souris 
inoculées avec le mélange de virus et de sérums possédant un 
faible pouvoir immunisant; cette notion est indispensable pour 
Vapplication du procédé de Max Theiler. 

Kn montrant que lesystéme nerveux de la souris est réceptif 
au virus amaril, Max Theiler a conduit les biologistes & tenter 
d’adapter ce virus 4 d’autres mammiféres. 

L’inoculation du cobaye par le virus amaril a été tentée tout 
d’abord par M. Kuczinski et B. Hohenadel, J. E. Dinger, W. A. 
P. Schiiffner, E. P. Snijders et N. H. Swellengrebel. Ces auteurs 
ont décrit une maladie caractérisée essentiellement par des 
hémorragies, des ulcérations stomacales, de la péritonite. J. E. 
Dinger a reproduit cette infection en employant la voie intra- 
cérébrale. A l’autopsie d’un cobaye provenant d’un deuxiéme 
passage, de l’ « encéphalite » a été constatée. Un troisiéme pas- 
sage n'a pas réussi. D’aprés A. W. Sellards, le cobaye inoculé 
par les voies ordinaires fait une maladie inapparente. W. A. 
Sawyer et M. Frobisher signalent, en outre, des anticorps dans 
le sang des animaux ainsi inoculés. 

De mon cété, j’ai inoculé des lapins, des cobayes et des rats 
par voie intracérébrale avec le virus amaril provenant des 
souches suivantes du laboratoire : Asibi (entretenue sur singe), 
Francaise (5° passage par souris), Asibi (53° passage par souris) 
et Francaise (174°, 177° et 225° passages par souris). Le lapin 
et le rat sont restés apparemment réfractaires. A noter que 
chez le rat j’ai pu retrouver le virus plusieurs jours (5 a 7) 
aprés linoculation et procéder ainsi & un 2° et & un 3° passage. 
Par la suite, le virus disparut. Quant au cobaye, nous avons 
établi, R. Wassermann et moi, que cet animal, inoculé par voie 
intracérébrale, est susceptible de faire une infection amarile 
mortelle, transmissible en série et analogue a celle de la souris. 
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Le cobaye s’est montré inégalement sensible aux deux pre- 
miéres souches; il a été trés réceptif & ‘inoculation du virus 
qui avait subi un certain nombre de passages par souris. Habi- 
tuellement le cobaye meurt de myélo-encéphalite en 8 4 9 jours 
environ aprés l’inoculation. La maladie dure par conséquent 
un peu plus longtemps que celle de la souris. 

La spécificité de cette affection est démontrée par la neutra- 
lisalion de son virus au moyen du sérum antiamaril. Max 
Theiler, W. Lloyd, H. A. Penna, A. F. Mahaffy, G. M. Findlay 
ont obtenu plus récemment les mémes résultats. 

Signalons la dégénérescence graisseuse du foie assez fré- 
quente, plus ou moins prononcée. 

La grande sensibilité du systeme nerveux du cobaye, de 
Vagouti (W. Lloyd, H. A. Penna et A. F. Mahaffy) et du hérisson 
(G. M. Findlay) au virus de souris, celle de certaines espéces de 
singes (W. Lloyd et H. A. Penna) non réceptifs au virus normal 
et actif mettent en évidence les différences de comportement 
qui existent entre le virus murin dit « neurotrope » et le virus 
simiesque dit « viscérotrope ». Le « neurotropisme » varie sui- 
vant le nombre de passages sur souris subis par une souche 
donnée. Une observation recueillie au cours de ces recherches 
a montré que le virus de souris, inoculé par voie péritonéale 
au cobaye, peut se localiser dans le systeme nerveux de cet 
animal et provoquer la mort. Un fait analogue a déja été 
signalé chez le M. rhesus et la souris au moyen du virus 
«murin » transmis par piqtres de stégomyies (N. C. Davis, 
W. Lloyd et M. Frobisher). 

De l'ensemble de cette étude sur les propriétés du virus 
amaril adapté au systéme nerveux des rongeurs, il ressort que, 
pour une souche donnée, |]’origine, l’age, le mode de conserva- 
tion, sont des notions dont il faut tenir compte avant de l'em- 
ployer pour limmunisation de Vhomme et dans le choix du 
procédé qu’on doit appliquer. 
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